Phytochemical study of Helianthus annuus L. IV by Podlipná, Jana
UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE 
FARMACEUTICKÁ FAKULTA V HRADCI KRÁLOVÉ 
KATEDRA FARMACEUTICKÉ BOTANIKY A EKOLOGIE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DIPLOMOVÁ PRÁCE 
 
 
Fytochemický výzkum Helianthus annuus L. IV 
Phytochemical study of Helianthus annuus L. IV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hradec Králové 2008             Jana Podlipná 
 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Ráda bych touto cestou podkovala PharmDr. Jan Karlíkové, Ph.D. za odborné vedení, 
poskytnutí cenných rad a za všestrannou pomoc pi vypracování této diplomové práce. Dkuji 
PharmDr. Zuzan ehákové, Ing. Katein Macákové a Mgr. Jitce Vytlailové za pomoc pi 
testování extrakt a jednotlivých frakcí a také všem ostatním pracovníkm katedry 
farmaceutické botaniky a ekologie za vytvoení dobrých podmínek pro práci. Také bych 
chtla podkovat RNDr. Alen Tiché, Ph.D. z Geronto-metabolické kliniky Fakultní 
nemocnice v Hradci Králové za provedení GC/MS analýzy. 
 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tato práce vznikla za finanní podpory grantové agentury Univerzity Karlovy GA UK 
118/2006/ B BIO. 
 
 
 
 
Prohlašuji, že jsem diplomovou práci na téma „Fytochemický výzkum Helianthus annuus L. 
IV“ vypracovala samostatn a použila jsem jen pramen, které uvádím v piloženém seznamu 
literatury. 
 4 
OBSAH: 
 
I. ÚVOD ............................................................................................................................ 8 
II. CÍL PRÁCE.................................................................................................................. 11 
III. TEORETICKÁ ÁST.................................................................................................... 13 
1.  Botanická charakteristika ............................................................................................ 14 
2.  Indikace a využití ........................................................................................................ 16 
3.  Látky izolované z rzných ástí rodu Helianthus ......................................................... 18 
A. KLÍKY .............................................................................................................. 18 
3.A.1  Alkaloidy........................................................................................................... 18 
3.A.2  Fenoly ............................................................................................................... 18 
3.A.3  Acetyl-L-karnitin a L-karnitin............................................................................ 19 
B. SLUPKY .............................................................................................................. 20 
3.B.1  Potravinové antioxidanty.................................................................................... 20 
3.B.2  Rostlinné oleje ................................................................................................... 21 
C. LISTY.................................................................................................................. 22 
3.C.1  Terpeny.............................................................................................................. 22 
3.C.1.1  Seskviterpeny.............................................................................................. 22 
3.C.1.1.1  Heliannany, helibisabonoly................................................................... 23 
3.C.1.1.2  Germakranolidy.................................................................................... 26 
3.C.1.1.3  Guajanolidy.......................................................................................... 29 
3.C.1.1.4  Annuionony (apokarotenoidy) .............................................................. 29 
3.C.1.1.5  Eudesmanolidy ..................................................................................... 30 
3.C.1.1.6  Heliespirony (spiroterpeny) .................................................................. 30 
3.C.1.2  Diterpeny .................................................................................................... 30 
3.C.1.3  Triterpeny ................................................................................................... 31 
3.C.2  Flavonoidy......................................................................................................... 32 
4.  Biologická aktivita obsahových látek........................................................................... 35 
4.1  Antioxidaní aktivita ............................................................................................. 37 
4.1.1  Úvod............................................................................................................... 37 
4.1.2  Stanovení antioxidaní aktivity pomocí DPPH radikálu .................................. 38 
4.1.2.1  Princip ..................................................................................................... 38 
4.1.2.2  Píprava roztok....................................................................................... 38 
4.1.2.3  Pístroje ................................................................................................... 39 
 5 
4.1.3  Antioxidaní aktivita FRAP ............................................................................ 39 
4.1.3.1  Úvod........................................................................................................ 39 
4.1.3.2  Princip metody......................................................................................... 40 
4.1.3.3  Postup...................................................................................................... 40 
4.1.3.4  Pístroje ................................................................................................... 41 
4.1.4  Antioxidanty testované in vitro ....................................................................... 41 
4.2  Antiflogistická aktivita .......................................................................................... 42 
4.2.1  Zánt .............................................................................................................. 42 
4.2.2  Modifikace cyklooxygenázové a lipoxygenázové aktivity pomocí Asteridae 
          extrakt a boswellové kyseliny ....................................................................... 43 
4.2.3  Léba a prevence zánt v místech leukocytární infiltrace .............................. 43 
4.3  Alelopatická aktivita.............................................................................................. 44 
4.4  Antimykotická a antimikrobiální aktivita ............................................................... 45 
4.5  Akutní toxicita a fototoxicita ................................................................................. 46 
4.5.1  Úvod............................................................................................................... 46 
4.5.2  Popis testovaného organismu .......................................................................... 46 
4.5.3  Metodika testování.......................................................................................... 47 
4.5.3.1  Píprava testované látky ........................................................................... 47 
4.5.3.2  Píprava experimentálního organismu ...................................................... 47 
4.5.4  Postup............................................................................................................. 47 
4.5.4.1  Pedbžné testy ........................................................................................ 47 
4.5.4.2  Popis pracovního postupu vlastního testu ................................................. 48 
4.5.5  Vyhodnocení .................................................................................................. 48 
4.6  Aktivita karnitinu .................................................................................................. 48 
IV. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST A VÝSLEDKY .................................................................... 49 
1.  Všeobecné postupy...................................................................................................... 50 
1.1  Extrakce ................................................................................................................ 50 
1.1.1  Macerace ........................................................................................................ 50 
1.1.2  Vytepávání .................................................................................................... 50 
1.2  Filtrace .................................................................................................................. 50 
1.3  Odpaování (zahušování) ..................................................................................... 51 
1.4  Chromatografické metody ..................................................................................... 51 
1.4.1  Tenkovrstvá chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC) .................. 51 
1.4.2  Sloupcová (kolonová) chromatografie............................................................. 52 
 6 
2.  Poteby........................................................................................................................ 53 
2.1  Rozpouštdla ......................................................................................................... 53 
2.2  Chemikálie ............................................................................................................ 53 
2.3  Detekní inidla..................................................................................................... 54 
2.4  Vyvíjecí soustavy pro chromatografii .................................................................... 55 
2.5  Chromatografické adsorbenty ................................................................................ 55 
2.6  Pístroje................................................................................................................. 55 
3.  Izolace......................................................................................................................... 56 
A. KLÍKY .............................................................................................................. 56 
3.A.1  Materiál ............................................................................................................. 56 
3.A.2  Postup................................................................................................................ 56 
3.A.3  Použití extraktu k dkazu alkaloid ................................................................... 56 
3.A.4  Závr ................................................................................................................. 56 
B. SLUPKY .............................................................................................................. 57 
3.B.1  Materiál ............................................................................................................. 57 
3.B.2  Extrakce drogy a zpracování extraktu................................................................. 57 
3.B.2.1  Postup ......................................................................................................... 57 
3.B.2.2  Schéma pípravy antioxidaního produktu – b)............................................ 59 
3.B.3  Tenkovrstvá chromatografie (TLC).................................................................... 60 
3.B.3.1  Orientaní tenkovrstvá chromatografie ........................................................ 60 
3.B.3.2  Tenkovrstvá chromatografie vzork z postupu b) ........................................ 60 
C. LISTY.................................................................................................................. 61 
3.C.1  Materiál ............................................................................................................. 61 
3.C.2  Extrakce drogy a zpracování extraktu................................................................. 61 
3.C.2.1  Postup ......................................................................................................... 61 
3.C.2.2  Schéma extrakce list .................................................................................. 62 
3.C.3  Sloupcová chromatografie.................................................................................. 62 
3.C.3.1  Provedení první sloupcové chromatografie - orientaní ............................... 62 
3.C.3.2  Provedení druhé sloupcové chromatografie ................................................. 64 
4.  Biologická aktivita – výsledky mení ......................................................................... 68 
4.1  Stanovení antioxidaní aktivity pomocí DPPH radikálu ......................................... 68 
4.2  Antioxidaní aktivita FRAP................................................................................... 69 
4.3  Stanovení akutní toxicity a fototoxicity.................................................................. 70 
 
 7 
V. HODNOCENÍ VÝSLEDK A DISKUSE ...................................................................... 72 
1. Monitorování kvalitativního složení extrakt a frakcí pomocí tenkovrstvé  
    chromatografie ............................................................................................................. 73 
2. Hodnocení biologické aktivity frakcí ze slupek a list .................................................. 75 
VI. PÍLOHY..................................................................................................................... 77 
VII. ZÁVR ......................................................................................................................... 85 
VIII. LITERATURA .............................................................................................................. 87 
ABSTRAKT .......................................................................................................................... 92 
ABSTRACT .......................................................................................................................... 93 
 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. ÚVOD 
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Slunenice roní 
 
Obr. 111 
Helianthus annuus L. 
 
   Latinský název Helianthus annuus se skládá z eckých slov helios, anthos (slunce, kvt) a 
annus (rok).4 
   Rostlina je pojmenována na poest Helia, eckého boha Slunce. 
Podle legendy se traduje, že vodní nymfa Klythie se beznadjn zamilovala do sluneního 
boha Helia. Protože on její lásku neoptoval, sedala dnem i nocí na zemi a vyhlížela jeho 
slunení vz. Jakmile se objevil, stále ho sledovala a otáela se za ním, jak ujíždl po své 
nebeské dráze. Sedla na zemi tak dlouho, až se její nohy promnily v koeny a tlo ve stonek 
slunenice, její hlava – zlatavý kvt – se neustále otáí za sluncem. Slunenice byla pro staré 
eky symbolem stálosti.1 
   Slunenice byla užitkovou a léivou plodinou, kterou pstovali a uctívali tém všichni 
Indiáni. Pochází pravdpodobn z území Mexika a Peru, odtud se tato rostlina rozšíila až do 
Jižní a Stední Ameriky.1 V 16. století pivezli Španlé semena slunenice do Evropy,4 kde 
slunenice vešla ve známost nejprve pod jménem Chrysanthemum flos solis peruvianus nebo 
„velká indiánská slunení kvtina“. Rostliny se zaaly pstovat jako okrasné v madridské 
botanické zahrad. V roce 1576 ji vlámský botanik pojmenoval podle toho, že se otáí za 
sluncem. Když pronikla do Ruska, zaali ji tamní rolníci hnojit a šlechtit. Plody se postupn 
zvtšovaly a semena se pojídala.1 Od 18. století se ze slunenicových semen zaal lisovat olej 
a zralá semena se stala vyhledávanou pochoutkou.4 Nyní se pstuje v ad zemí, pedevším 
v teplejších oblastech mírného pásu a v subtropech.1 
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   Slunenicový olej je lékopisný. V eském lékopise 2005 najdeme odkaz na lánek v L 
2002 (str. 2812), kde najdeme monografii: 
   Helianthi oleum raffinatum 
    Slunenicový olej ištný 
     Synonymum. Helianthi annui oleum raffinatum 
 
   Je to mastný olej získaný ze semen druhu Helianthus annuus L. lisováním nebo extrakcí a 
následným ištním. Mže být pidána vhodná antioxidaní látka. 
   Vlastnosti 
   irá, svtle žlutá tekutina. Je prakticky nerozpustný ve vod a v lihu 96%, mísitelný 
s etherem petrolejovým (t.v. 40 až 60 °C). Relativní hustota je asi 0,921 a index lomu je asi 
1,474.6,7 
 
   Pojmenování „Slunenice“ nenajdeme jen v rostlinné íši, ale i v íši živoišné: Slunenice 
pestrá (Lepomis gibbosus) je severoamerická sladkovodní ryba z ádu ostnoploutví 
(Perciformes), elei okounkovití (Centrarchidae).4 Tato drobná rybka s vysokým tlem, 
která pvodn obývala vody východní ásti Severní Ameriky, byla dovezena i do Evropy a 
v 19. století vysazena do rybník na Tebo	sku a rozšíila se do slepých ramen ek. 
Ostrvkovit se vyskytuje na ad míst našeho státu, ale nikde není hojná.13 
   Pojmenování slunenice v cizích jazycích:4 
Slnenica roná (slov.) Podsolnenik (rusky) 
Sunflower (angl.) Słonecznik (polsky) 
(die) Sonnenblume (nm.) Naprafozgó (maar.) 
Tournesol, Soleil (franc.) Zonnebloem (holand.) 
Iliotropio (ecky) Solros (švédsky) 
Girasol, Mirasol (španl.) Solsikke (norsky) 
Girassol (portug.) Ayçiçe
i (tur.) 
Girasole (ital.) Helianto, Sunfloro (esperanto) 
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II. CÍL PRÁCE 
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Cíle diplomové práce: 
 vyhledat, doplnit a uspoádat nové dostupné informace o rostlinných metabolitech 
slunenice roní a jejich biologické aktivit 
 provést kvalitativní vyhodnocení obsahových látek v klíkách a slupkách slunenice 
roní 
 rozdlit ethanolový extrakt z list slunenice roní 
 u frakcí ze slupek a list vyhodnotit jejich biologickou aktivitu 
 
   Ekonomicky významná rostlina slunenice roní je objektem dlouhodobého výzkumu, 
o emž svdí velké množství publikovaných informací. Tento rostlinný taxon má širokou 
škálu využití, a to v zemdlství, potravináství, farmacii i od dávných dob v lidovém 
léitelství. 
   Práce navazuje na diplomové práce provádné na této rostlin v pedchozích letech. Její 
náplní je doešit rozpracovanou problematiku. 
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III. TEORETICKÁ ÁST 
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1.  Botanická charakteristika 
   Slunenice roní – zaazení do systému5 
 
nadíše Eukaryota - jaderní  
íše Plantae - rostlinná  
oddlení Magnoliophyta – krytosemenné rostliny  
tída Magnoliopsida - dvoudložné rostliny  
podtída Asteridae 
nadád Asteranae 
ád Asterales - hvzdnicotvaré  
ele Asteraceae - hvzdnicovité  
podele Asteroideae  
tribus Heliantheae 
rod Helianthus - slunenice 
druh Helianthus annuus L. - slunenice roní 
 
 
   Slunenice roní patí taxonomicky do eledi Asteraceae, která tvoí druhov nejpoetnjší 
ele dvoudložných rostlin. 
   Je to jednoletá rostlina, jejíž stavba je znan rozmanitá. Slunenice mohou být až 3 metry 
vysoké s jedním kvtem, ale také 30 cm nízké s nkolika stonky a kvty.4 Celá je drsn 
chlupatá, lodyha obvykle nevtvená. Listy jsou velké, stídavé, dolní apíkaté, horní ponkud 
menší.2 epel je široce vejitá nebo srditá s okraji zubatými i pilovitými. Kvtenstvím je 
úbor skládající se z kvt trubkovitých a jazykovitých, který je podepen zákrovem z listen.1 
Úbory dosahují prmru mezi 10 a 40 cm, mohou být jednoduché i plnokvté. Úbory 
slunenice jsou velmi náchylné na plísn a asto bývají napadány houbovými patogeny, 
zejména plísní šedou a hlízenkou obecnou.4 Plodem je nažka klínovitého tvaru. Typickým 
znakem této eledi je pítomnost zásobního polysacharidu inulinu, který v této skupin 
nahrazuje obvyklý škrob.1 
   Slunenice dobe roste na slunných, výživných pdách s možností závlahy,1 orientovaných 
na jih nebo jihozápad, vyhovuje jí ernozem a hndozem.4 Semena vyséváme pímo do pdy 
na pelomu dubna a kvtna. Vegetaní doba je asi 100 – 200 dní. Kvli možnému poškození 
vtrem je možné vyšší rostliny vyvázat.1 Lodyha je po dobu rstu vzpímená, ped zaátkem 
kvetení se v horní ásti ohýbá a pohyb lodyh ustává. Mladá rostlina je heliotropní - její kvt 
míí vzhru a otáí se za sluncem. Pozdji ale kvt tuto vlastnost ztrácí, nebo díky zrajícím 
semenm ztžkne a pod tíhou se kloní k zemi.4 
 15 
   Tém na celém svt se pstuje ada odrd, které se liší zejména výškou rostliny a barvou 
kvt od smetanové, pes žlutou, oranžovou až po tmav ervenou. Klasické odrdy slunenic 
uvol	ují velké množství pylu, oproti nov vyšlechtným hybridm, které pyl netvoí. Mezi 
takové hybridy patí nap. tyto odrdy: Lemon Aura je plnokvtá slunenice s citrónov 
žlutou barvou kvt; Prado Gold je oblíbená u pstitel kvtin, nebo se rozvtvuje, dorstá 
do výšky 90 cm a mže mít až 5 tmav žlutých kvt, které mají v prmru 15 cm; Sunrich 
Orange má pouze jediný kvt žluté barvy; mezi odrdy, které kvetou erven, patí nap. 
Prado Red, Double Dandy, Red Sun i Teddy Bear.4 
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2.  Indikace a využití 
   Slunenici roní lze použít k mnoha indikacím. Látky v ní obsažené mají antioxidaní, 
adstringentní, antipyretické, expektoraní, antidiarhoické, karminativní, nutritivní, 
anticholesterolemické a hepatické úinky.1 
   Díky své schopnosti absorbovat znané množství vody je rostoucí rostlina mimoádn 
užitená pi vysušování vlhkých pd. Bažinaté plochy v Holandsku se intenzivním 
pstováním slunenice vysušily a staly obyvatelnými.1 
   Využitelné jsou všechny ásti rostliny. Dobe známý je olej ze semen slunenice, který je 
jedním z nejdležitjších stolních olej, používaný jak k tepelné úprav pokrm, tak i za 
studena do salát. Slunenicový olej (lisovaný za studena) snižuje hladinu cholesterolu v krvi, 
má antisklerotické úinky.1,4 Semena obsahují až 70% polovysychavého oleje s vysokou 
dietetickou hodnotou, který je vhodný k výrob ztužených pokrmových tuk, ale také ke 
konzervaci ryb.1 Semena dále obsahují organické kyseliny (chlorogenová, citrónová, vinná), 
bílkoviny, glyceridy, steroly, fosfolipidy, karotenoidy, provitamin A a potaš. Obsažené 
nenasycené mastné kyseliny psobí jako prekurzory prostaglandin.2 Tato semena jsou krom 
vitamin také zdrojem minerálních látek, zlepšují ostrost vidní, úinkují jako nutritivum.1 
Krom slunenicových semínek, která jsou pidávána do peiva, do smsí hlodavcm a 
ptákm, lze pražením zralých slupek získat náhradu kávy.1,4 Slunenicový olej je základní 
surovinou pro výrobu mýdel, barev, lak, fermeží a masážních olej a získává se z nj zelené 
a žluté barvivo pro barvení látek a vlny.3 Ve farmacii se olej používá jako vehikulum špatn 
se vstebávajících léiv a vitamín, hydrogenovaný do mastí a náplastí.1 Slunenicový olej se 
osvdil také v malíské technice olejomalby. Dnes se používá jako souást do temperových 
barev.4 
   Vlákna lodyh se používají v ín jako pímsi do hedvábných látek.1 Slunenice je 
využívána jako pícnina pro krmení dobytka a olejnina.4 Velmi vydatným krmivem jsou 
pokrutiny, nebo obsahují až 36% bílkovin. Slunenice je medonosnou rostlinou.1 
   Další ásti rostliny (kvty, listy a stonek) sloužily pro Indiány jako dobrý léebný 
prostedek proti srdení slabosti, revmatismu, horece a bolestem bicha. O starých Mayích je 
známo, že svaovali listy a jazykovité kvty a odvar pak pili pi záchvatech horeky a 
používali ho jako afrodiziakum.1 V listech a kvtech byla nalezena ada látek, jako jsou: 
flavonoid kvercimeritrin, kumariny, triterpenové saponiny, karotenoidy, anthokyany, 
tísloviny, cholin, betain, hoký helianthin a minerální látky.2 Látky z kvt a nekvetoucích 
vrchol rostliny snižují horeku a jsou úinné i pi záchvatech malárie,3 snižují pocení a mají 
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antibakteriální úinky. Byla prokázána stimulace jaterní innosti, zlepšení trávení, úinek 
proti nadýmání. Kvty také podporují vykašlávání, jsou úinné pi léb bronchitidy, kašle a 
nachlazení, proto se pidávají do smsí užívaných pi plicních onemocnních nebo 
posilujících trávení. Kvty se dají využít i pi kožních potížích, kdy se zevn používá odvar 
k obkladm, na omývání ran, který dezinfikuje a podporuje hojení a má adstringentní 
úinky.1,2 
   Je možné využít tyi druhy lékových forem: prášek z kvt, nálev, odvar pro zevní použití 
a tinkturu. 
Píprava odvaru: Jednu polévkovou lžíci kvtové drogy zalijeme ¼ litru studené vody, 
necháme 6 minut vait a vyluhovat do vlažné teploty. Poté se používá k obkladm a omývání 
ran. 
Píprava tinktury: Jeden díl drogy zalijeme tymi díly lihu 40%, necháme 10 dní vyluhovat, 
poté pefiltrujeme. Užívá se 25-40 kapek 2-4x denn.1 
   Na potíže se zažíváním, moením, chronickými horenatými stavy až chronickými 
bronchitidami, nachlazením a kašlem se používají homeopatické tinktury.2 
   Droga je zcela bezpená, žádné kontraindikace nejsou známy.1 
   Od 17. století se z Ameriky do Evropy rozšíilo také pstování tzv. vytrvalé slunenice 
hlíznaté - Helianthus tuberosus (topinambur). Své jméno získal po indiánském kmeni, u nás 
se vžil lidový název židovské brambory. Hlízy jsou cenným zdrojem inzulínu a fruktózy, 
proto jsou vhodné pro diabetiky. Dále se využívá v léitelství ke zmírnní keí, ke snížení 
hladiny cholesterolu v krvi, pi bezlepkové diet, v thotenství pomáhá pi otocích a snižuje 
rizika pedasného porodu. Topinambur je vytrvalá rostlina nenároná na pstování. Hlízy se 
špatn uchovávají, proto se nedoporuuje je dlouho skladovat, ale dají se sklízet i bhem 
zimy. Chuov se podobají artyokm.4 
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3.  Látky izolované z rzných ástí rodu Helianthus 
   Rostliny eledi Asteraceae se vyznaují tvorbou silic, balzám a latexu. Dále obsahují 
deriváty fenylpropanu, hlavn kyseliny kávové. V nkterých rodech byly nalezeny i alkaloidy. 
V druzích eledi Asteraceae jsou znan rozšíeny silice. Uloženy jsou bu na povrchu 
orgánu v typických žláznatých chlupech, nebo uvnit orgánu v siliných bu	kách nebo 
kanálcích. Chemické složení silic je rzné, ponejvíce pevládají terpeny a to monoterpeny 
jako pinen, kimonem, thujon, cineol, kafr nebo seskviterpeny. Silice obsahující thujon jsou 
toxické. Rostliny eledi Asteraceae obsahují další významnou skupinu látek jako nap. 
seskviterpenové laktony. Jedná se o látky hoké, netkavé nebo ásten tkavé, které nejsou 
glykosidicky vázané. Seskviterpenové laktony mohou vyvolat kontaktní alergické 
dermatitidy. V rostlinách této eledi se taky vyskytují diterpeny, triterpeny, terpenoidní 
saponiny a polyterpeny. Z fenolických látek jsou v rostlinách hvzdnicovitých obsaženy 
hlavn deriváty kyseliny kávové a flavonoidy, ve kterých pevládají charakteristická kvtní 
barviva chalkony a aurony.50 
 
 
A. KLÍKY 
 
3.A.1  Alkaloidy 
   V rzných ástech slunenice byla zkoumána ada látek. Alkaloidy a dusíkaté látky byly již 
díve nalezeny v nkterých rodech eledi Asteraceae. Zajímalo nás, zda se tyto pírodní látky 
vyskytují i v klíkách této rostliny. 
   Alkaloidy se v rostlin nejastji vyskytují ve form solí s organickými kyselinami. 
   Pro obecný dkaz alkaloid v drogách je možné použít srážecí inidla, ke kterým se adí 
inidla obsahující v aniontu komplex s tžkým kovem. Takovým inidlem je Mayerovo nebo 
Dragendorffovo inidlo (D1, str 54).47 
 
 
3.A.2  Fenoly 
   Jeden z výzkum se zabýval vztahem mezi spektrálními charakteristikami a fenoly 
z rostlinných extrakt klík i semen obilovin a slunenice. Extrakce byla provedena 80% 
isopropanolem, u klík (1:100), u semen (1:10). Stanovení fenol bylo provedeno Folin-
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Denisovým inidlem. Výsledky potvrdily možnost kvantitativního stanovení celkového 
obsahu fenolových látek na základ spektrální charakteristiky rostlinného extraktu., nap. pi 
srovnávání extrakt klík u jemene a slunenice, bylo u jemene nameno maximum pro 
fenoly pi 278 nm, minimum pi 305 nm, u slunenice – maximum pi 325 nm a minimum pi 
295 nm.34 
 
 
3.A.3  Acetyl-L-karnitin a L-karnitin 
   Metoda doprovázená biopostupy za použití „metabolom“  vede ke zvýšení tvorby acetyl-
L-karnitinu (ALCAR) a L-karnitinu (LCAR) v klíících rostlinných semenech. 
Neustálé metabolické toky manipulují s dobou klíení v pírodních reaktorech, aby se zvýšila 
dostupnost kyslíku práv tak, jako se poskytlo sterilní prostedí ke zmn spoteby sacharid 
a potlaení zptné vazby glukoneogeneze. 
   Rozsáhlé zmny v mastných kyselinách slunenicových semen, fosfolipid a vysoce 
energetického metabolismu mní prostedí ke klíení a tyto metabolické zmny dosáhnou asi 
tak tisícinásobného zvýšení v produkci pírodního ALCAR a LCAR semeny. 
   Rostlinná tká	 má všeobecn nízký obsah tuk, oleje se naopak asto hromadí ve velkém 
množství v semínkách, která mohou udržovat vysoké proudní mastných kyselin do respirace. 
Ukládání olej se v rzných druzích rostlinných semen výrazn liší, napíklad: druhy oech – 
60-72 %, slunenice – 47 %, pšenice – 2 %, hrách – 1,3 % suchého semene. 
   U slunenicových semen jsou tukové rezervy uschovány v kotylendonech. Stupn respirace 
mohou být manipulovány kontrolovaným prostedím, ve kterém semena klíí. Malá oblast 
povrchu tkán se vyznauje tím, že transport kyslíku do semen je omezen. Byla snaha 
ásten zvýšit tlak kyslíku okolo klíících semen. Také bylo žádoucí potlait zptnou vazbu 
glukoneogeneze, aby se minimalizoval metabolismus mastné kyseliny pes LCAR-nezávislý 
glyoxylátový cyklus. Dkazy ukazují, že klíící semena slunenice jsou omezen vyživována 
tokem mobilizovaným ze zásob semen.36 
 
N COO
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+
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B. SLUPKY 
 
3.B.1  Potravinové antioxidanty 
   Byla provedena pilotní studie na produkci potravinových antioxidant ze slupek 
slunenicových semen, které byly meny pro vlhkost, lipidy, bílkoviny a fenoly. Na zaátku 
bylo hledáno vhodné rozpouštdlo k extrakci fenol z ásten odtunných slupek 
slunenicových semen (PDS), které musí spl	ovat následující požadavky: extrahovat co 
nejvtší množství fenol a extrahovat co nejmenší množství bílkovin. 
   Bílkoviny a fenoly jsou všeobecn rozpustné v podobných polárních rozpouštdlech a jejich 
rozpustnost je siln ovlivnna hodnotou pH roztoku. V tomto speciálním pípad byly 
bílkoviny ze slupek slunenicových semen mírn rozpustné pi kyselém pH, ale vysoce 
rozpustné pi neutrálním nebo zásaditém pH. K defenolizaci PDS byla použita sms 
ethanol/voda 60:40. Postup k získání antioxidaního produktu byl definován tak, že spoíval 
v alkalické hydrolýze fenol z PDS po 60 minutách. Nakonec byla provedena obnova 
kyseliny kávové tvoené z kyseliny chlorogenové s ethylacetátem. HPLC analýzou 
(vysokoúinná kapalinová chromatografie) bylo ureno, že získaný extrakt obsahoval 0,56 
mg/ml kyseliny chlorogenové a 0,26 mg/ml kyseliny kávové (obr.2). Z PDS byl získán 
práškovitý antioxidaní produkt skládající se z 58 % z kyseliny kávové.35 
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COOH
 
Obr.2: kyselina kávová43 
 
 
   Celkový obsah fenol ve slunenicových semenech a slupkách lze stanovit pomocí Folin-
Ciocalteuova inidla a antioxidaní aktivitu 80% vodného methanolového extraktu lze urit 
pomocí -karoten odbarvující metody. 
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   Antioxidaní aktivita ve slunenicových semenech byla 72,9% a ve slupkách 88,9%. 
Významn vyšší aktivita slupek je díky vyššímu obsahu fenol ve slupkách slunenicových 
semen (9747 mg/ 100 g) oproti obsahu fenol v semínku (1601 mg/ 100 g). Slupky 
slunenicových semen obsahovaly tém 10 % fenol, ze kterých byly 2,2 % anthokyany. 
Výsledky studií potvrdily, že anthokyany mají také silné antioxidaní vlastnosti. 
 
   Vdci se pokouší definovat strukturní charakteristiku flavonoid, která pispívá k jejich 
antioxidaní aktivit. Pítomnost o-dihydroxy skupin na kruhu B, výskyt C2-3 dvojné vazby 
v konjugaci s 4-oxo skupinou na kruhu C, 3- a 5-hydroxy skupiny a 4-oxo skupina na kruzích 
A a C je spojena s antioxidaní aktivitou. U fenolických kyselin jako nap. kyselina kávová a 
chlorogenová se zdá, že jsou aktivnjšími antioxidanty než hydroxyderiváty benzoové 
kyseliny.42 
 
 
3.B.2  Rostlinné oleje 
   Triacylglyceroly (TG) a diacylglyceroly (DG) byly analyzovány v 16 vzorcích rostlinných 
olej (nap. slunenice, soja, lnné semeno, kukuice) pomocí HPLC-MS (vysokoúinná 
kapalinová chromatografie - hmotnostní spektrometrie) s použitím atmosférického tlaku 
chemické ionizace (APCI) a UV detekce pi 205 nm. Celkem bylo identifikováno 98 TG a 12 
DG.45 
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C. LISTY 
 
3.C.1  Terpeny 
   Terpeny pedstavují nejvtší a strukturn nejrozmanitjší známou skupinu sekundárních 
metabolit. Jsou typické pedevším pro rostlinnou íši, ale jsou známy i u jiných forem života. 
Všechny terpeny a steroidy (biogenetické cesty jsou velmi podobné) je možno formáln 
odvodit ze základní stavební jednotky – ptiuhlíkatého 2-methylbutadienu (tzv. izoprenu). 
Podle potu tchto izoprenových jednotek se obvykle terpeny klasifikují jako: hemiterpeny 
C5, monoterpeny C10, seskviterpeny C15, diterpeny C20, sesterpeny C25, triterpeny C30, 
karoteny C40.15 
   Hemiterpeny se v pírod vyskytují zídka. Monoterpeny jsou látky prchavé a získávají se 
z erstvého nebo sušeného materiálu destilací s vodou nebo s vodní parou. Seskviterpeny, 
diterpeny a vyšší jsou vtšinou neprchavé a izolují se zpravidla extrakcí organickými 
rozpouštdly.14 
 
 
3.C.1.1  Seskviterpeny 
   Seskviterpeny pedstavují nejpoetnjší skupinu terpenoid. Jsou velmi asto pítomny 
v silicích vyšších rostlin. Podle struktury se dlí na cyklické a acyklické. Cyklické se dále dlí 
na monocyklické, bicyklické, tricyklické a laktony (-methylen--laktony).32 Monocyklické 
jsou typu bisabolanu a germakranu, bicyklické jsou typu kadinanu, guajanu a eudesmanu.14 
 
   Laktony rozdlujeme podle uhlíkatého skeletu na germakranolidy, elemanolidy, 
guajanolidy, pseudoguajanolidy, eudesmanolidy, xanthanolidy a další.32 
   Seskviterpeny ve své hlavní biologicky aktivní form – laktonu – mohou být prudkými 
keovými jedy typu pikrotoxinu i koriamytrinu, gastrointestinálními iritanty typu 
gossypolu, ale pedevším kontaktními alergeny. Jejich základní patnáctiuhlíkatá struktura je 
formována do rzných typ. Vtšina toxických a alergenních lakton patí do skupiny 
germakranolid, guajanolid, pseudoguajanolid, sekoguajanolid, sekopseudoguajanolid, 
eudesmanolid a sekoeudesmanolid.15 Seskviterpenových lakton již bylo popsáno více než 
7000 struktur. Tyto, spolen s diterpeny, tvoí nejpoetnjší skupinu slouenin izolovaných 
z rodu Helianthus. Izolované seskviterpenové laktony pedstavují germakranolidové, 
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heliangolidové, melampolidové, eudesmanolidové a sekogermakranolidové skelety, 
nejbžnjší jsou germakranolidy a heliangolidy, které mají ve své molekule vtšinou 
angeloylový substituent na C-8 s  orientací. Tyto sloueniny vykazují široké spektrum 
biologické aktivity, vetn potenciální alelopatie.8 
   Seskviterpenové laktony se velmi hojn vyskytují v eledi Asteraceae, asto jsou hokými a 
vonnými metabolity jejich druh. Vedle ady pozitivních biologických efekt (jsou úinnými 
látkami významných léivých rostlin) vykazují nkteré nežádoucí až toxické i alergenní 
úinky. V ad odborných publikací byly popsány alergické kontaktní dermatitidy zpsobené 
seskviterpenovými laktony. Pítomnost exocyklické -methylenové skupiny je podmínkou 
vyvolání kontaktní hypersenzitivity (vazba lakton na aminokyseliny). Toto zjištní pináší 
závr o potenciální alergenní aktivit u více než 400 seskviterpenových lakton 
identifikovaných v eledi Asteraceae. Nicmén i laktony bez methylenové skupiny, ale 
obsahující epoxyskupinu nebo cyklopentenový kruh, mohou mít též senzibilizující vlastnosti. 
Seskviterpenové laktony jsou nízkomolekulární látky, jejich schopnost indukovat 
hypersenzitivitu pozdního typu je podmínna pímým kontaktem s kží. Jiná aplikace do 
organismu obvykle nevyvolá alergickou odezvu. Rozvoj kontaktní alergické dermatitidy 
závisí individuáln na koncentraci lakton v rostlin, na jejich senzibilizující kapacit, 
etnosti  a intenzit podání i individuální dispozici lovka. Pouze nkolik druh Asteraceae 
obsahujících laktony mže vedle pozdní hypersenzitivity zpsobit také alergickou reakci 
asného typu, nicmén nebylo prokázáno, že se jedná o pímou aktivitu  tchto látek. 
Senzibilizující schopnost seskviterpenových lakton byla prokázána u ady druh léivých 
rostlin – i u Helianthus annuus (1,2-anhydrid-4,5-dehydroniveusin A apod.).15 
 
 
 
3.C.1.1.1  Heliannany, helibisabonoly 
   Heliannany byly izolovány z list slunenice. Heliannany pedstavují nový typ 
seskviterpen izolovaných ze suchozemských (Helianthus annuus) a vodních (Haliclona 
fascigera) organism. Sdílejí jako spolený strukturální rys substituovaný aromatický kruh 
pikondenzovaný k heterocyklu rzné velikosti, který obsahuje kyslík. 
   Základní heliannanový skelet byl nedávno izolován z moského organismu, indo-pacifické 
houby Haliclona fascigera.20 
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   Heliannuol A je prvním heliannanem popsaným v literatue. Byl izolován z list slunenice 
a všechny následující zástupci této skupiny byli izolováni ze stejného zdroje, ale v rzných 
kultivarech (cv.) slunenice.20 
 
Tab.1: Heliannany izolované ze suchozemských a moských organism 
Heliannany pvod 
    Heliannan Haliclona fascigera 
Heliannuol A Helianthus annuus cv. SH-222 
Heliannuol B H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol C H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol D H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol E H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol F H. annuus cv. SH-222, cv. VYP 
Heliannuol G H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol H H. annuus cv. SH-222, cv. VYP 
Heliannuol I H. annuus cv. SH-222 
Heliannuol J H. annuus cv. VYP, cv. Peredovick 
Heliannuol K H. annuus cv. SH-222 
 
 
   Heliannany lze rozdlit na základ chemické struktury na 4 skupiny:20,21 
 
1.   7,11-heliannany:  heliannuol A (obr.3) 
               heliannuol G 
               heliannuol H (8 epimer heliannuolu G) 
               heliannuol K 
               heliannuol L 
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Obr.3: heliannuol A 
 
 
2.   7,10- heliannany:  heliannuol B (obr.4) 
                heliannuol D (8,9-hydrogenát heliannuolu B) 
                heliannuol F (8-oxo-heliannuol D) 
                heliannuol I a heliannuol J (7,8 epimery 7,8-epoxy-heliannuolu B) 
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Obr.4: heliannuol B 
 
 
3.   8,11- heliannany:  heliannuol C (obr.5) 
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Obr.5: heliannuol C 
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4.   8,10- heliannany:  heliannuol E (obr.6) 
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Obr.6: heliannuol E 
 
   Helibisabonoly jsou otevené prekurzory heliannan. Z list slunenice byly izolovány 
helibisabonoly A a B. Oba byly získány jako bezbarvý olej. 
   U helibisabonolu A (obr.7) byla porovnáním dvou nejstabilnjších konformací a 
experimentálních interakních konstant potvrzena relativní stereochemie 7R*, 10S*. 
   Helibisabonol B (obr.8) se na základ 1H-NMR analýzy (nukleární magnetická rezonance) 
liší od helibisabonolu A dvma signály, které odpovídají vinylové skupin a trans poloze. 
Relativní stereochemie chirálních center C-7 a C-10 je 7R*, 10R*.22 
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Obr.7: helibisabonol A    Obr.8: helibisabonol B 
 
 
3.C.1.1.2  Germakranolidy 
   Germakranolidy jsou seskviterpenové laktony (-methylen--laktony). 
   Z list slunenice byly vyizolovány tyto germakranolidy: helivypolidy B, D, E, F, G, H, I, J. 
   Helivypolidy B a F (obr.9) byly izolovány z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt 
erstvých list Helianthus annuus cv. Stella. Vodný roztok byl extrahován dichlormethanem a 
poté ethylacetátem (EtOAc) a tyto extrakty byly biologicky zkoušeny použitím pšeniných 
etiolizovaných koleoptil. Dichlormethanový extrakt byl nejaktivnjší a byla provedena 
chromatografie pomocí silikagelu použitím smsi hexan-EtOAc vzrstající polarity. Získaná 
data pedpokládají u obou slouenin pítomnost angeloylového esteru ve své struktue. 
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Helivypolid F byl uren jako 8-angeloyloxy-5,10-epoxy-3-oxo-germakran-1Z,4(15), 
11(13)-trien-6,12-olid.8 
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Obr.9: helivypolid F 
 
   Helivypolid G byl získán z  vodného extraktu erstvých list Helianthus annuus cv. Stella, 
který byl reextrahován dichlormethanem. Byl izolován jako nažloutlá amorfní hmota. Ze 
spektrálních dat vyplývá, že se jedná o dimer seskviterpenického laktonu.27 
   Helivypolidy H-J byly izolovány z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt 
erstvých list Helianthus annuus cv. SH-222. 1H-NMR spektrum helivypolidu H (obr.10) 
urilo, že se jedná o seskviterpenický lakton s angeloylovým esterem a další methoxy 
skupinou. Jeho spektroskopická data byla podobná tm od 1-methoxy-4,5-dihydroniveusinu 
A, což pedpokládá lakton furanheliangolidového typu. 1H-NMR spektrum helivypolidu I 
bylo podobné spektru 1-methoxy-4,5-dihydroniveusinu A. Jejich rozdíly vedou k závru, že 
helivypolid I musí být jeho izomerem, s methoxy skupinou napojenou na jiném míst, ale se 
stejnou stereochemií. Helivypolid J má 1H-NMR spektrum podobné helivypolidu I. 
   Z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt erstvých list Helianthus annuus cv. SH-
222 byly dále vyizolovány tyto sloueniny: 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A (obr.11) a 
1,2-anhydroniveusin A.8 
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Obr.10: helivypolid H   Obr.11: 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A 
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   1,2-anhydroniveusin A byl již díve izolován z Helianthus annuus. Struktura byla 
opravena až na základ dat získaných dvourozmrným mením spekter (1H- a 13C NMR, g–
HSQC (Heteronuclear single quantum correlation)).8 
   Leptokarpin (obr.12) byl získán z dichlormethanového extraktu suchých list Helianthus 
annuus L. cv. Peredovick spolen s heliannuoly a dalšími seskviterpeny.22 
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Obr.12: leptokarpin 
 
   Mezi germakranolidy vyizolované z list slunenice patí heliangolidy typu niveusinu – 
niveusin A, B, C. 
   Niveusin B byl získán z extraktu mladých list a vrchní ásti stonku Helianthus annuus var. 
giganteus, spolen s novým germakranolidem 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticinem 
 a ethoxyheliangolidem O-ethylniveusinem B. 
   Za úelem objasnní, zda tato poslední slouenina je pirozen se vyskytující látkou nebo 
artefaktem vzniklým za podmínek probíhající extrakce, byl extrakní proces upraven použitím 
vody a chloroformu, tedy vylouením alkoholu. Výsledkem bylo zjištní, že se tato 
slouenina tvoí bhem alkoholové extrakce reakcí ethanolu s hydroxylovou skupinou na 
uhlíku C-3 niveusinu B. 
   Dalším furanoheliangolidem je niveusin C, který byl izolován z H. niveus.28 
 
   Niveusin B, 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin a 11H-dihydrochamissonin byly 
izolovány také z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt erstvých list Helianthus 
annuus cv. Stella.8 
   Dále byl izolován nový biologicky aktivní germakranolid annuithrin, agrophylliny A.8,29 
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3.C.1.1.3  Guajanolidy 
   Guajanolidy jsou také seskviterpenové laktony. Z list slunenice byly vyizolovány 
annuolidy A-E, H.8,21 
   Z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt erstvých list Helianthus annuus cv. 
Stella a SH-222 byly izolovány annuolid A (obr.13) a H spolen s 8-angeloyloxycumam 
branolidem.8 
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Obr.13: annuolid A 
 
   Z koncentrovaného dichlormethanového extraktu z Helianthus glaucophyllus a H. 
microcephalus byly získány další ti guajanolidy.23 
 
 
 
3.C.1.1.4  Annuionony (apokarotenoidy) 
   Mnoho apokarotenoid, slouenin s mén než tyiceti atomy uhlíku, ale s karotenoidní 
strukturou, byly nalezeny v rostlinných silicích a asto souvisejí s vní rostliny. Syntéza 
tchto látek probíhá hlavn katabolismem karotenoid. 
   Z list slunenice byly vyizolovány annuionony A-H. 
   Polární biologicky aktivní frakce Helianthus annuus cv. Stella a SH-222 poskytla osm 
apokarotenoid. Dva z nich byly izolovány poprvé jako pírodní produkty (annuionony F a 
G). Izolace vtšího množství annuionon A a E umožnila realizovat detailnjší 
spektroskopickou studii. Byla navržena opravená struktura pro annuionony A (obr.14, 15), B 
a E , založená na pelivé reanalýze nových spektroskopických dat.30 
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Obr.14: annuionon A (pvodní struktura)  Obr.15: annuionon A (opravená struktura) 
 
 
3.C.1.1.5  Eudesmanolidy 
   Helieudesmanolid A byl izolován z polárních bioaktivních frakcí vodných extrakt 
erstvých list Helianthus annuus cv. SH-222, spolen s germakranolidy a guajanolidy. 
1H-NMR spektrum prokázalo hodnoty charakteristické pro seskviterpenický lakton 
s eudesmanovým skeletem.8 
 
 
3.C.1.1.6  Heliespirony (spiroterpeny) 
   Ze stedn polární frakce vodného extraktu list Helianthus annuus byly vyizolovány 
sloueniny s heliespironovým skeletem - heliespirony A-E.46 
   Heliespiron A je prvním zástupcem nové skupiny látek, který má netypický 
spiroseskviterpenický skelet.24 Struktura heliespironu C, který má potenciální alelopatickou 
aktivitu, byla objasnna pomocí homo- a hetero-nukleární 2D-NMR spektroskopie a 
krystalografických dat.46 
 
 
 
3.C.1.2  Diterpeny 
   Diterpeny jsou látky obsahující 20 uhlíkových atom,15 vznikají tedy spojením ty 
izoprenových jednotek. Za jejich prekurzor je možné pokládat geranylgeraniol. Acyklické 
diterpeny se v pírod vyskytují zídka. Cyklizací geranylgeraniolu vznikají cyklické terpeny, 
které se dlí podle uhlíkového skeletu na monocyklické, bicyklické, tricyklické a 
tetracyklické.14 Diterpeny s tetracyklickou strukturou jsou kaurany. V pírod se vtšina 
kauranových derivát vyskytuje ve form derivát kaurenu ((-)-kaur-16-enu). Kaurany jsou 
v rostlinách široce rozšíené. Vykazují významnou biologickou aktivitu vetn toxicity.15 
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   Z Helianthus annuus L. byly izolovány dva nové diterpeny: 2,16-ent-kaurandiol a 
15,16-epoxy-17-formyl-ent-kauran-19-ová kyselina. Jejich struktury byly ureny 
spektroskopicky. 
   Slouenina 2,16-ent-kaurandiol byla získána jako bezbarvé krystaly. Pedpokládalo se, že 
se jedná o saturovaný tetracyklický diterpen ent-kauranového skeletu, který nese dv 
hydroxylové skupiny na bázi jeho strukturního vzorce. Rentgenová difrakce (X-ray 
diffraction) umožnila urení konfigurace jako (1S, 4R, 7S, 9R, 13R, 14S)-5,5,9,14-
tetramethyltetracyklo[11.2.1.01,10.04,9]hexadekan-7,14-diol, která je identická s 2,16-ent-
kaurandiolem. 
   15,16-epoxy-17-formyl-ent-kauran-19-ová kyselina byla získána jako amorfní hmota. 
Z dat 1H-NMR a 13C-NMR byla zjištna podobnost se známou sloueninou 15,16-epoxy-
17-hydroxy-ent-kauran-19-ovou kyselinou, až na hydroxymethylovou skupinu na jejímž míst 
má tato slouenina aldehydickou skupinu.26 
 
 
 
3.C.1.3  Triterpeny 
   Triterpeny se vyskytují v metabolismu rostlin v rzných strukturních formách, vykazují 
velmi rozlinou biologickou aktivitu, nkteré jsou také jedovaté.15 
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3.C.2  Flavonoidy 
   Flavonoidy jsou deriváty fenylchromanu, mezi nž patí jednak volné, jednak glykosidicky 
na cukry vázané katechiny, dihydrochalkony, chalkony, flavanony, isoflavanony, flavanoly, 
flavony, isoflavony, anthokyanidiny a flavonoly (poadí podle rostoucího stupn oxidace).18 
Jsou to sekundární rostlinné metabolity, jejichž základem je chroman arylovaný v poloze 2, 3 
nebo 4 (Schéma 1). Jednotlivé flavonoidy se navzájem liší potem a polohou hydroxylových 
skupin na obou aromatických kruzích, potem a polohou methoxylových skupin a napojením 
cukr nebo organických kyselin.14 
Schéma 1 
O O O
2
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4
 
      flavan   isoflavan          neoflavan 
 
   Flavonoidy jsou v pírod velmi rozšíené, vyskytují se však pouze v rostlinné íši. Pokud 
byly nalezeny v hmyzu nebo v jiných živoiších, dostaly se tam s potravou. etné flavonoidy 
mají fyziologické úinky a používají se v medicín.18 Neoflavany se vyskytují zídka a 
v terapii se nepoužívají.14 
   V živém rostlinném organismu se flavonoidy patrn úastní oxidan redukních 
pochod.18 Jejich struktura je výhodná pro tvorbu chinoidních struktur a tedy pro 
jednoelektronové oxidoredukce.19 Nkteré flavonoidy mají antioxidaní aktivitu.17 Jako 
antioxidanty psobí protizántliv, protinádorov a zasahují do bunného signálního 
systému.19 
   Terapeutické využití flavonoid je založeno na jejich schopnosti normalizovat permeabilitu 
kapilár, odstra	ovat jejich lomivost, psobit antihemoragicky a antiedematózn (P-
vitaminový úinek).18 Flavonoidy zlepšují mikrocirkulaci u chronické žilní insuficience.19 
Dále mají antialergickou a antivirovou aktivitu.17 Brání šíení mikrobiálních toxin tkánmi, 
jsou proto podprnými prostedky pi léení infekních nemocí.18 Urité flavonoidy vykazují 
potenciální aktivitu proti velkému množství enzym. Významný je jejich inhibiní efekt na 
nkolik enzymových systém, které souvisejí s procesy bunné aktivace jako je 
proteinkinasa C, proteintyrosinkinasa a fosfolipasa A2.17 Jsou schopné inhibovat 
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hyaluronidázu, lipoxygenázu a lipoperoxidaci.18,19 Nkteré psobí diureticky, rozšiují cévy, 
snižují krevní tlak. S ionty Ca2+ tvoí komplexní soli a brání tak srážení krve a zadržují vápník 
v tle.18 Flavonoidy chelatují železo, takže i tímto mechanismem by mohly tlumit oxidaní 
stres tkán.19 Potencují úinek vitaminu C. Mají též úinky choleretické, cholagogní, 
spasmolytické.18 
   Jsou to netoxické, vtšinou dobe tolerované látky.19 
 
   Suché listy a kvty Helianthus microcephalus byly extrahovány dichlormethanem. 
Zahuštný extrakt byl nanesen na chromatografickou kolonu a dlen na sloupci silikagelu. 
Eluován byl smsí hexan-ethylester kyseliny octové o vzrstající polarit. 
   Z extraktu byl získán 5-hydroxy-7,4‘-dimethoxyflavan a izolovány 4 další flavonoidy: 
ladanetin, kasticin, eupatin, a mikanin.23 
   Z list slunenice byly také vyizolovány tyto flavonoidy: tambulin, kukulkanin B, 
heliannon A-C.31 
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Flavonol 5 6 7 8 3' 4' 
eupatin OH OCH3 OCH3  OH OCH3 
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4.  Biologická aktivita obsahových látek 
 
   V dnešní uspchané dob se lidé setkávají se spoustou stresových situací a jsou vystaveni 
psobení nepíznivých faktor životního prostedí, které jsou zdrojem volných radikál. 
 
   Bylo získáno mnoho doklad o tom, že v organismu bžn vzniká ada reaktivních forem 
kyslíku a dusíku (RONS). Nejvýkonnjším producentem reaktivních metabolit kyslíku 
v bu	kách jsou membránov vázané enzymy. Jsou to hlavn koenzymy s chinoidní nebo 
flavinovou strukturou, hemové koenzymy a enzymy s mdí v aktivním centru. Avšak 
nejvydatnjším zdrojem reaktivních forem kyslíku (ROS) v bu	ce je respiraní etzec 
mitochondrií. 
   Tyto látky mají znaný fyziologický i patogenetický význam. Jde o látky, které pohotov 
reagují s rznými biologickými strukturami. Tyto radikálové metabolity v organismu 
poškozují mastné kyseliny a lipidy, aminokyseliny a proteiny, mononukleotidy a 
polynukleotidy (nukleové kyseliny; DNA – deoxyribonukleová kyselina) i adu 
nízkomolekulárních metabolit, koenzym a jiných souástí živé hmoty.19 
 
Tab.2: Hlavní bunné cílové struktury pro volné radikály19 
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   Díky tomu se staly významnými prostedníky penosu energie, faktory imunitní ochrany a 
signálními molekulami bunné regulace. Za uritých okolností však psobí jako toxické 
látky, jsou schopné organismus poškodit a dokonce ho i usmrtit. 
   Na pelomu 60. a 70. let byla objasnna peroxidace lipid katalyzovaná cyklooxygenázou a 
lipoxygenázou za vzniku biologicky úinných látek (prostaglandin, tromboxanu a 
leukotrien). V 70. letech zaal intenzivní výzkum interakce metabolických ROS s proteiny a 
v 90. letech byla popsána etzová radikálová reakce v proteinech. Ukázalo se, že oxidované 
proteiny ztrácejí svou funkci a jsou rychle degradovány. Také DNA se ukázaly jako kritický 
substrát radikálových reakcí vedoucích k mutagenezi, karcinogenezi a k bunné smrti.19 
 
   Volné radikály jsou zcela obecným metabolitem v každé bu	ce a každá bu	ka musí být 
vybavena prostedky, které ji ped tmito reaktivními látkami chrání. 
   Vzestup koncentrace kyslíku v zemské atmosfée zpsobený ped 2,5 miliardami let 
fotosyntetickou aktivitou sinic musel zpsobit stres, který mohly pežít jen druhy, u nichž se 
vyvinuly mechanismy chránící je ped vysoce reaktivním prvkem (a hlavn ped jeho 
metabolity). Organismus používá tí možných typ ochrany: 
1. Nejbezpenjším zpsobem je bránit se tvorb nadmrného množství RONS napíklad 
regulací aktivity enzym, které je tvoí (indukovatelná syntéza NO.), nebo 
vychytáváním tranzitních prvk z reaktivních pozic (transferin, feritin). 
2. Druhou možností je záchyt a odstranní radikál, které se již vytvoily. V literatue se 
tyto látky oznaují jako vychytávae i zametae (scavengers), lapae (trappers) a 
zhášee (quenchers). Výstižnjší je dlení antioxidant na enzymy a na látky dávající 
s RONS stálejší a tudíž mén toxické produkty. 
3. Na antioxidaní ochran se podílejí též obecné reparaní mechanismy poškozených 
biomolekul. Fosfolipázy odstra	ují poškozené mastné kyseliny z fosfolipid, oxidan 
modifikované proteiny se rozkládají proteolyticky a zvláštní reparaní enzymy opravují 
poškozenou DNA. 
   Ochrana organismu proti oxidanímu poškození je systém, ve kterém antioxidanty a celá 
jejich seskupení vzájemn spolupracují. Funkce jednoho antioxidantu velmi asto podmi	uje 
úinek jiného lánku soustavy. Pi ad chorobných stav dochází nejen k poklesu kapacity 
antioxidaních systém, ale i ke zvýšené tvorb radikál. Porušení rovnováhy mezi vznikem a 
odstra	ováním RONS se nazývá oxidaní stres. K nadmrné tvorb ROS dochází nap. pi 
nkterých metabolických situacích, pi reoxygenaci tkán po ischemii, po píjmu 
oxidoredukn aktivních xenobiotik atd. Také nadmrná syntéza NO. je škodlivá.19 
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   Mnoho experimentálních studií in vitro a in vivo prokazuje píznivý vliv antioxidant 
v rzných kombinacích. Na celém svt probhlo a stále probíhá mnoho klinických studií 
s antioxidaní terapií. Jejich výsledky nejsou jednoznané nejspíše proto, že oxidaní stres je 
jen jedním z dj probíhajících pi tchto onemocnních. Sledované parametry jsou závislé i 
na dalších faktorech. Nkteré klinické studie dokazují, že podáváním antioxidaních látek se 
sníží riziko vzniku onemocnní nebo se zlepší jeho prbh (ischemická choroba srdení, 
ateroskleróza, cévní mozková píhoda, šokový stav, neurologická onemocnní, nádorová 
bujení a další).19 
 
 
4.1  Antioxidaní aktivita 
 
4.1.1  Úvod 
   Antioxidanty jsou chemické látky schopné ukonit etzové radikálové reakce. Pírodní 
antioxidanty jsou pedmtem zvýšeného zájmu v biologickém výzkumu, medicín, farmacii a 
potravní technologii. 
   Je nkolik detekních systém založených na oxidan-redukních reakcích, které jsou 
vhodné pro stanovení radikály-inaktivujícího úinku antioxidant pítomných v relativn 
komplexních vzorcích jako jsou rostlinné extrakty.9 
   V literatue lze nalézt velký poet metod používaných ke stanovení antioxidaní aktivity. 
Jejich rozmanitost vyplývá ze skutenosti, že nízkomolekulární antioxidanty mohou psobit 
rznými mechanismy. Metody mohou být obecn kategorizovány do dvou skupin: 
 na metody hodnotící schopnost eliminovat radikály (p. metoda používající DPPH viz 
dále) 
 na metody posuzující redoxní vlastnosti látek (p. metoda FRAP viz dále).53 
   Antioxidaní aktivita flavonoid byla hodnocena proti ad RONS. Protože antioxidaní 
aktivita flavonoid se znan mní v závislosti na struktue hlavního etzce, rozmanitosti a 
druhu funkních skupin pítomných v chemické struktue, nkteré studie zavedly vztah mezi 
strukturou a aktivitou (structure-activity relationships, SAR) pro flavonoidy. Mezi studiemi je 
však nkolik nesrovnalostí, které pravdpodobn zpsobily rozdílné podmínky pi provádní 
zkoušek. Nkolik autor studovalo SAR flavonoid použitím metod, které jsou bžn 
používané pro mení totální antioxidaní kapacity, jako Troloxu ekvivalentní antioxidaní 
kapacita (TEAC) a absorpní kapacita kyslíkového radikálu (ORAC).10 
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4.1.2  Stanovení antioxidaní aktivity pomocí DPPH radikálu 
 
4.1.2.1  Princip 
   Stanovení antioxidaní aktivity látek bylo provedeno metodou sekvenní injekní analýzy 
(SIA) se spektrofotometrickou detekcí pomocí DPPH radikálu. 
   Poítaem kontrolovaný systém sekvenní injekní analýzy vybavený 
spektrofotometrickým detektorem diodového pole je používán pro rychlé monitorování a 
vyhodnocení antioxidaní aktivity biologických vzork. Automatizovaná metoda je založena 
na známé reakci stabilního 2,2‘-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikálu (DPPH, XV) s antioxidanty 
v organických nebo vodn-organických médiích, kterou se odbarví roztok DPPH. Tento 
radikál je zhášen reakcí s antioxidaní látkou, která je donorem vodíkového protonu. Pokles 
absorbance DPPH mené pi 525 nm souvisí s koncentrací antioxidantu v testovaném vzorku 
(v porovnání se slepým vzorkem provedeným s roztokem voda-ethanol 1:1 namísto 
s testovaným roztokem). Pi použití vody jako nosného proudu byly píky DPPH ve vodno-
ethanolovém roztoku nepravidelného tvaru. Výsledky byly nereprodukovatelné. Tento 
problém byl vyešen nahrazením vody vodným roztokem 50% ethanolu jako nosného 
proudu.9 
 
4.1.2.2  Píprava roztok 
   Pro pípravu vodných roztok se používá vysoce ištná neionizovaná voda. Ethanol 50% 
se ped použitím v SIA systému odplyní v ultrazvukové lázni po dobu pti minut. Roztok 
slouží jako slepý vzorek a v systému SIA jako nosný proud. Roztok DPPH v 50% ethanolu o 
koncentraci 0,0001 M se pipraví rozpuštním 3,9 mg DPPH v 60 ml 95% ethanolu ve 100 ml 
odmrné ba	ce (k úplnému rozpuštní je teba použít ptiminutové sonikace) a doplnním 
vodou na 100 ml. Po dalším ptiminutovém odvzdušnní se odmrná ba	ka zatemní 
zabalením do alobalu a uchovává v chladu. Roztok DPPH se pipravuje vždy erstvý, tedy 
v den mení. Mený vzorek se pipraví rozpuštním suchého extraktu v 50% ethanolu, aby 
vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se sonikuje po dobu jedné minuty a dkladn protepe. 
Dále se postupným edním pipraví koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 
mg/ml tohoto vzorku. Nižší koncentrace jsou rovnž odplynny v ultrazvukové lázni.9 
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4.1.2.3  Pístroje 
   Mení probíhá na systému pro sekvenní injekní analýzu (SIA) FIAlab 3000, vybaveným 
pístovým erpadlem s objemem 2,5 ml, šesticestným selekním ventilem, mísící cívkou, 
prtokovou detekní celou, detektorem, halogenovou lampou a spojovacími hadikami. 
Zaízení je propojeno s poítaem a prostednictvím programu FIAlab for Windows 5.0 se 
celý proces analýzy ídí. Ped zaátkem mení se zapne zdroj svtla a lampa se nechá 5 
minut žhavit, aby byl svtelný paprsek konstantní intenzity. 
   Technika SIA používá princip, jehož charakteristickým rysem jsou oddlené mící cykly. 
Nejprve jsou zóny nosného média, vzorku a inidla postupn (jednorázov) aspirovány do 
jednokanálového systému s využitím selekního vícecestného ventilu a pístového erpadla. 
Poté je pohyb pístu erpadla obrácen, ímž dojde k promísení zóny vzorku a inidla a vzniklý 
produkt je dopraven do detektoru. Tím je jeden cyklus ukonen. V tomto jednoduchém 
pípad je získán výsledný analytický signál ve form píku. Jedná se o záznam zmny 
koncentraního gradientu reakního produktu pi prchodu jeho zóny detektorem. 
   Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plná automatizace pedurují techniku SIA jako velmi 
vhodný prostedek všude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzork a sledovat zmny 
koncentrace dležitých analyt v prbhu rzných proces. 
   Antioxidaní úinek je vyjáden v procentech poklesu absorbance oproti slepému vzorku: 
Cprm.vzorku/Cprm.DPPH . 100 = X 
100 – X 9 
 
 
 
4.1.3  Antioxidaní aktivita FRAP 
 
4.1.3.1  Úvod 
Jedna z metod, která se bžn používá pro mení totální antioxidaní kapacity, je mení 
antioxidaní redukní síly použitím železitých iont (ferric reducing antioxidant power, 
FRAP), což je jednoduchá a spolehlivá kolorimetrická metoda, kterou navrhli I.F.Benzi a 
J.J.Strain. Tato metoda je založena na schopnosti antioxidant redukovat Fe3+ na Fe2+. 
Zatímco velká ást metod používaných k hodnocení SAR flavonoid mí jejich aktivitu proti 
oxidantm, FRAP mí pímo redukní schopnost látky.10 
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4.1.3.2  Princip metody 
   Metoda FRAP je jednoduchá, spolehlivá, spektrofotometrická metoda, která je založena na 
schopnosti antioxidant redukovat Fe3+ na Fe2+. Byla pvodn navržena k mení totální 
antioxidaní kapacity plazmy a poté použita stejnými autory u ostatních látek. Fe2+ ionty jsou 
meny spektrofotometricky stanovením jejich barevného (modrého) komplexu s 2,4,6-
Tris(2-pyridyl)-s-triazinem (TPTZ), jehož absorpní maximum je pi 595 nm. 
   Protože antioxidaní aktivita látek je pímo úmrná jejich redukní kapacit, pedstavuje 
FRAP analýza spolehlivou metodu ke studiu antioxidaní aktivity rozmanitých slouenin. 
Tato metoda byla asto použita k rychlému vyhodnocení totální antioxidaní kapacity rzných 
potravin a nápoj a také rozdílných rostlinných extrakt obsahujících flavonoidy. Dále ješt 
byla použita k hodnocení antioxidaní aktivity dietních polyfenol.10 
 
[Fe(III)(TPTZ)2]3+  [Fe(II)(TPTZ)2]2+     max  595 nm  
 
4.1.3.3  Postup 
   Všechny experimenty byly provádny podle lánku (O.Firuzi, 2005). Na mikrodestiku 
typu P (Brand 400 l, Fischer) se nanese do 4 jamek 25 l látky v rzné koncentraci 10-200 
M. Všechny látky byly rozpuštny v dimethylsulfoxidu nebo methanolu (3mg/3ml). Nižší 
koncentrace 200-10 M byly pipraveny edním v acetátovém pufru pH 3,6. Reakní FRAP 
roztok (175 l, vždy erstv pipravený a zahátý na 37 °C) byl pidán k látkám do tech 
jamek, do tvrté pak bylo pidáno 175 l acetátového pufru (slepý vzorek). Absorbance byla 
mena pi vlnové délce 595 nm na pístroji Microplate reader (Anthos 2010) v rzných 
asových intervalech až po dobu 120 minut. Zmna absorbance A595nm byla poítána jako 
rozdíl absorbance slepého vzorku (substance + acetátový pufr) a smsi (25 l substance +175 
l FRAP roztoku) a absorbance antioxidant pro každý asový interval. Všechny látky byly 
testovány nejmén tikrát pi 37°C. FRAP value pro asový interval t (FRAP valuet) byl 
poítán dle vzorce: 
 
FRAP value t (M) = (at Fl/ at Fe2+) x 10-5 
 
   Kde at Fl je zmna v asovém intervalu t (4 a 60 minut) vztažená k testované látce pi 
koncentraci 1x10-5 M a at Fe2+ je zmna absorbance ve stejném asovém intervalu vztažená 
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na železnaté ionty pi stejné koncentraci. Jako standardy byly využity známé antioxidanty, 
jako je Trolox, askorbová kyselina nebo (+)-katechin. 
   Statistická analýza byla vyhodnocena za použití softwaru SigmaPlot 2002 pro Windows 
version 8.0.10 
 
4.1.3.4  Pístroje 
   Jedná se o FRAP metodu modifikovanou za využití mikrodestiek typu P(destiky Brand 
400 l byly získány od firmy Fischer). Všechna mení probhla na pístroji Microplate 
reader (Anthos 2010).10 
 
 
 
4.1.4  Antioxidanty testované in vitro 
   Antioxidanty jsou látky, které se také pidávají do stravy (speciáln do jedlých tuk) za 
úelem zabránní oxidanímu procesu. Jako antioxidanty syntetického pvodu se od zaátku 
20. století používají butylovaný hydroxyanisol (BHA), butylovaný hydroxytoluen (BHT) a 
galláty. Protože tyto syntetické pídavky do potravin mohou být karcinogenní a zpsobit 
smrtelná onemocnní, velmi rychle se zvýšil zájem o alternativní smsi na pírodní bázi. 
Mnoho vdeckých lánk referuje o rzných pírodních fenolech, které zpomalují in vitro 
oxidaci jednoduchých nebo komplexních lipidových matric. Nicmén prmyslové využití 
pírodních fenol v isté form, pípadn ve form extraktu, je v souasnosti stále velmi tžké 
uvést do praxe.35 
   Rostliny obsahují znaný  rozsah fenol, zahrnujících tokoferoly a tokotrienoly. Mnohé 
rostlinné polyfenoly jsou in vitro vynikajícími antioxidanty. Poet fenolických –OH skupin a 
jejich vzájemná pozice je klíem k urení antioxidaní aktivity. Slunenicový olej obsahuje 
velké množství -tokoferolu, který je jedním z nejaktivnjších in vitro antioxidant. 
Tokoferoly a tokotrienoly brání peroxidaci lipid, protože istí radikály mnohem rychleji, než 
mohou reagovat s pilehlými mastnými kyselinami nebo membránovými proteiny. Nkteré 
fenoly jsou v rostlinách dležitými biosyntetickými prekurzory (nap. kyselina kávová pro 
lignin). 
   Nejvtší pozornost je vnována flavonoidm, které nejsou pouze antioxidanty, ale mají 
mnoho dalších úink in vitro. Nkteré mohou inhibovat cyklooxygenázu 1 a 2, lipoxygenázu 
a další.43 
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4.2  Antiflogistická aktivita 
 
4.2.1  Zánt 
   Zánt je reakcí na místní porušení integrity organismu. Mechanismy zántu mohou být 
spuštny nejen infekními mikroorganismy, ale také fyzikálními i chemickými vlivy, 
popípad též ischemií tkán. 
   Lokáln aktivované leukocyty produkují reaktivní formy kyslíku a proteolytické enzymy, 
ímž pispívají jak k destrukci mikroorganism, tak k poškození tkán postižené zántem. 
   Reaktivní formy kyslíku a dusíku hrají v prbhu zántu dvojí roli: 
 Na jedné stran pispívají vazodilatací a antiagreganím úinkem k udržení perfuze 
zántem poškozené tkán. Vazodilataní úinky oxidu dusnatého (NO.) mohou pispívat ke 
zvýšenému prokrvení zántlivého ložiska a jeho antiagreganí úinky mohou snižovat riziko 
intravaskulární trombózy. 
   Reaktivní formy kyslíku (ROS) jsou dležitou složkou mikrobicidních mechanism 
fagocytárních bunk a jejich tvorba mže být dležitá i pro aktivaci produkce protizántlivých 
cytokin. Po aktivaci fagocyt je membránový enzymový systém NADPH-oxidázy schopen 
dramaticky zvýšit bunnou produkci volných radikál. Aktivace fagocyt a stimulace 
NADPH-oxidázy zpsobí dramatický vzestup spoteby kyslíku fagocytem – respiraní 
vzplanutí. Psobením NADPH-oxidázy se kyslík redukuje na superoxid. Respiraní vzplanutí 
zahrnuje krom zvýšené tvorby reaktivních forem kyslíku i vzestup oxidace glukózy. 
Interakce superoxidu, peroxidu vodíku a iont železa redukuje kyslík na úrove	 
hydroxylového radikálu, který pak mže psobit jako nejsilnjší mikrobicidní faktor. 
 Na druhé stran mže vést zvýšená lokální tvorba ROS k poškození vlastních tkání a 
systémová nadprodukce NO. mže hrát dležitou roli v patogenezi asto fatální komplikace 
pvodn lokalizované infekce, tj. septického šoku. Vazodilatace u septického šoku asto 
nereaguje na obvykle podávané vazokonstrikní látky. Dosavadní studie naznaují, že 
ástená inhibice tvorby NO. pi infekci a sepsi mže být užitená a že podání inhibitor NO-
syntázy mže pispt k normalizaci krevního obhu. Úplná inhibice tvorby NO. je 
nebezpená, protože uritá reziduální tvorba NO. je nezbytná pro udržení orgánové perfuze a 
k inhibici agregace krevních destiek.19 
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4.2.2  Modifikace cyklooxygenázové a lipoxygenázové aktivity pomocí Asteridae 
              extrakt a boswellové kyseliny 
   Zánt je zahájen i podporován nadprodukcí prostaglandin (PG) a leukotrien (LT) 
v poranných bu	kách. PG a LT jsou produkovány samostatn cestou pes oddlené 
enzymové dráhy známé jako cyklooxygenázové (COX) a lipoxygenázové (LO) dráhy. 
   Bylo objeveno, že extrakty z rostlin podtídy Asteridae ukazují selektivní inhibici COX-2 
aktivity a/nebo zvyšování COX-1 aktivity. Studie dále prokázaly, že Asteridae extrakty 
kombinované s boswellovou kyselinou mají synergický inhibiní úinek na COX-2 aktivitu a 
zárove	 inhibují i LO aktivitu. Touto kombinací je COX-2 aktivita inhibována mnohem 
výraznji než samotným Asteridae extraktem. Je to pekvapující, protože sama boswellová 
kyselina COX-2 aktivitu neinhibuje. Také LO aktivita je kombinací Asteridae extraktu 
s boswellovou kyselinou inhibována více než kyselinou samotnou. Navíc samotný Asteridae 
extrakt LO aktivitu neinhibuje vbec. Asteridae extrakty naopak COX-1 aktivitu zvyšují. Jsou 
proto užitené pro zvrácení COX-1 inhibice, která je zpsobená napíklad nesteroidními 
antiflogistiky.44 
 
 
4.2.3  Léba a prevence zánt v místech leukocytární infiltrace 
   Výtažek ze slunenicových semen (Helianthus anuus) má schopnost snižovat zántlivé 
aknózní léze. 
   K léb akné je používán koncentrovaný extrakt ze semen slunenice, bohatý na polyfenoly, 
jejichž aktivita vi radikálm byla hodnocena metodou elektronové magnetické rezonance. 
Akné je zántlivé onemocnní s velmi astým výskytem a projevuje se lézemi pokožky v 
podob komedon a papulo-pustulí. Jak už bylo eeno, lokáln aktivované leukocyty 
produkují ROS. Tyto reaktivní formy kyslíku hrají dležitou roli pi vzniku aknózních lézí. 
V podstat se jedná o proces, kdy jsou vícejadernými neutrofily generovány radikály, jež 
pedstavují ústední faktory pro vznik zántu. Aknózní papulo-pustule je ve své podstat 
umocnnou lézí, navozenou migrujícími neutrofilními leukocyty. Pedstava léka je taková, 
že je možné dosáhnout snížení schopnosti pohybu migrujících vícejaderných bunk pomocí 
oráln podávané netoxické pírodní látky s úinkem proti tmto radikálm. Za tímto úelem 
byl získán výtažek ze semen slunenice. U tchto semen bohatých na polyfenoly, které jsou 
pedstavované zejména fenolovými kyselinami (nap. kyselinou chlorogenovou), byla 
experimentáln vyhodnocena inhibující aktivita vi migrujícím leukocytm. Polyfenoly mají 
úinek pouze proti radikálm z leukocyt, nikoli na samotnou pokožku. 
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   Výtažek ze semen slunenice byl získán využitím odtunných semen pi procesu drcení. 
Byl zjemnn na prášek,jehož ásti jsou menší než 0,5 mm. Prášek je extrahován alkoholem 
(96% ethanol). Extrakt byl pipravován v pomru 1 díl na 10 díl alkoholu po dobu 24 hodin 
za stálého míchání pi bžné teplot okolního prostedí. Filtrát byl odpaován až do chvíle 
získání hmoty zbavené rozpouštdla, pedstavujícího samotný extrakt. Ten obsahuje 
polyfenoly okolo 10% své váhy. 
   Výsledky ukazují, že kyselina chlorogenová jako hlavní složka polyfenolového extraktu ze 
slunenicových semen vykazuje výraznou aktivitu vi pohybu leukocyt (IC50=10-6 mol/l). 
Taková aktivita umož	uje zabránit hnisavému procesu lézí primárního akné.16 
 
 
 
 
4.3  Alelopatická aktivita 
   Alelopatie (allelopathy) je odvtvím aplikovaných vd, které se zamuje na biochemické 
interakce rostlina-rostlina a rostlina-mikroorganismy.24 
   Problematika plevel pedstavuje dležitou ást zemdlského výzkumu. Neuvážené 
užívání herbicid vyústilo v nárst výskytu rezistence plevel k nkterým skupinám herbicid 
(jako jsou nap. triaziny a dinitroaniliny), dále posun v populaci plevel smrem k druhm, 
které jsou blízce píbuzné k plodinám, které napadají. Krom toho nadmrné používání 
herbicid mlo za následek zneišování životního prostedí a pidružená zdravotní rizika.21,52 
   Je velké množství vyšších rostlin, které prokazují potlaovatelské úinky na další rostliny 
v jejich okolí, ale pouze nkteré z nich prokázaly úinky na plevelu a patogenech. Nkolik 
studií ukázalo, že druhy slunenice obsahují chemické substance, které mají alelopatické 
vlastnosti.41 Slunenice roní (Helianthus annuus) má velký alelopatický potenciál a inhibuje 
rst sazenic plevel. Pdní studie prokázaly, že biomasa plevel je stejn redukována 
v kultivarech slunenic jak s ošetením, tak i bez ošetení herbicidy. Rostliny mají svoje 
vlastní obranné mechanismy a alelochemické látky jsou ve skutenosti pírodními herbicidy. 
Prostednictvím izolace, identifikace a syntézy tchto aktivních slouenin z alelopatických 
rostlinných druh je možno využít alelopatii v zemdlství.52 Alelopatie mže, vývojem 
pstovaných druh s vtší schopností potlaovat rst plevel, použitím pírodních fytotoxin 
z rostlin i mikrob jako herbicid a užitím syntetických derivát pírodních látek jako 
herbicid, pomoci pi tchto problémech.24 
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   Je dležité vyvinout efektivnjší a selektivnjší extrakní metody k získání biologicky 
aktivních látek z rostlinných materiál. Jednou z alternativ je superkritická fluidní extrakce 
(SFE). SFE metody asto zahrnují výzkum mnoha promnných, které mohou ovlivnit 
efektivitu extrakce. Pi této extrakci byl jako rozpouštdlo použit oxid uhliitý z dvodu jeho 
relativn nízké kritické teploty, netoxicity, neholavosti, dobré rozpouštcí síly, pro snadnost 
odstranní z produktu a nízkou cenu. Tato metoda poskytuje isté extrakty a redukuje použití 
pro prostedí agresivních rozpouštdel.41 
 
 
 
 
4.4  Antimykotická a antimikrobiální aktivita 
   Jedním z dležitých pedpoklad testování antimykotické aktivity in vitro je neexistence 
univerzální metody použitelné pro všechny typy testovaných látek a hub. 
   Terpenoidy získané z Helianthus annuus mají antimykotickou aktivitu. Seskviterpenové 
laktony a diterpenové kyseliny izolované z kultivované slunenice byly zkoušeny pro jejich 
úinky na rst dvou ekonomicky dležitých patogen slunenice a dalších kulturních plodin. 
Tmito patogeny jsou Verticillium dahliae a Sclerotinium sclerotiorum. 
   Sms dvou diterpenových kyselin, kaurenové a angeloylgrandiflorové, byla nejsilnjším 
inhibitorem rstu hyf (bunk vláknitých hub tvoících etzce). Šlechtním rostoucí množství 
tchto terpenoid ve slunenici mže vylepšit pirozenou rezistenci k houbovým 
patogenm.25 
 
   Antimikrobiální aktivita nkterých biologicky aktivních heliangolid z Helianthus annuus 
byla testována proti bakteriím a houbám. 
   Germakranolid 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin byl nejsilnjším inhibitorem proti 
bakterii (Bacillus brevis a Proteus vulgaris), zatímco O-ethylniveusin B byl více aktivní proti 
houbám (Eremothecium ashbyi) než niveusin B.28 
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4.5  Akutní toxicita a fototoxicita 
 
4.5.1  Úvod 
   Veškerý život na Zemi je zatížen expozicí nebezpených látek unikajících do pírody. Jedná 
se i o látky, jejichž úinky na živé organismy jsou známy jen zásti nebo vbec. První, 
pomrn rychle získatelný údaj o nebezpenosti látky poskytuje její akutní toxicita. Hledají se 
alternativní metody stanovení akutní toxicity, které by mly poskytovat adekvátní informace 
jako pokusy provádné na obratlovcích. Alternativní metody mají v toxikologii a 
xenobiochemii dlouhou tradici, jsou využívány nejen z dvod etických, ale i informaních a 
ekonomických. 
   Alternativní metody a testy zahrnují nejen využití nižších organism a rostlin nebo jejich 
ástí, testy in vitro s izolovanými bu	kami nebo tká	ovými kulturami, ale i poítaové 
modely, které nejastji využívají technik analýzy QSAR nebo toxikokinetických pravidel. 
   Hlavními pednostmi testu na ervech Tubifex tubifex jsou jednoduchost, 
reprodukovatelnost, rychlost a finanní nenáronost. Nítnky jsou zmínny jako objekt pro 
test toxicity odpadních vod i pro stanovení akutní toxicity jednotlivých chemikálií a 
chemických pípravk. Byly použity na pelomu 50. a 60. let ke stanovení toxicity pro zásadní 
práce, které vedly k predikním metodám typu analýzy QSAR (Quantitative Structure – 
Aktivity Relationship, tj. kvantitativní vztahy mezi chemickou strukturou chemikálií a jejich 
biologickou úinností). 
   Experimentální metodika screeningového testování pomocí Tubifex tubifex Müll. je souástí 
navrženého a propracovávaného testu, který se provádí na Katede farmaceutické botaniky a 
ekologie, a je navržena pro ovování akutní toxicity a fotosenzibilizaních vlastností 
testovaných látek. 
 
4.5.2  Popis testovaného organismu 
   Nítnka obecná (Tubifex tubifex Müller) náleží do kmene 
kroužkovc (Annelida), tídy málošttinatc (Oligochaeta). 
Jejich životním prostedím jsou toky se znaným organickým 
zneištním. Vyskytuje se na dn koryt v bahn v kanálcích, 
které si slizem zpev	ují, a to do hloubky okolo 10 cm. Na 
míst výskytu najdeme vždy kolonii ítající tisíce jedinc. 
         Obr.1633 
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   Pohybují se kontrakcemi podkožní svaloviny. Jako opora jim slouží šttiny, kterými se 
zachytávají podkladu. Za potravu jim slouží detrit a bakterie, piemž nevybírají jednotlivé 
ásti potravy, ale pohlcují veškerý materiál na dn. Nestravitelné zbytky pak vyvrhují análním 
otvorem. Za 24 hodin zpracují množství materiálu rovnající se 4-5násobku jejich váhy. 
Všichni málošttinatci dýchají celým povrchem tla. 
   Na Katede farmaceutické botaniky a ekologie je Tubifex tubifex chován v akváriu s 6 cm 
vrstvou písku a 8 cm vody. Svtelný režim den:noc je 10:14 hodin. Akvárium je 24 hodin 
denn provzduš	ováno, koncentrace kyslíku je 8 mg/l, teplota 20 ± 2°C, pH 7,5 ± 0,1. 
 
4.5.3  Metodika testování 
   Vlastní test probíhá ve 24jamkových mikrotitraních destikách, což pln odpovídá 
nejnovjším trendm v ekotoxikologii a screeningové toxikologii vbec, tj. miniaturizace 
uspoádání, úspora experimentálních organism a zárove	 daleko menší spoteba než je pi 
klasickém uspoádání v Petriho miskách. 
   Pi každém pokusu byl zárove	 s fotosenzibilizujícími látkami testován chlorid manganatý 
(MnCl2) jako standardní toxin, který ovoval standardnost experimentálních organism. 
 
4.5.3.1  Píprava testované látky 
   Množství toxinu odpovídající nejvyšší koncentraci bylo naváženo a rozpuštno v zábrusové 
zkumavce v 2% roztoku dimethylsulfoxidu. K rozpuštní byla využita ultrazvuková láze	.  
Z tohoto vzorku byly pipraveny roztoky o nižší koncentraci tzv. plovým edním. 
 
4.5.3.2  Píprava experimentálního organismu 
      Den ped pokusem bylo z chovu oddleno dostatené množství málošttinatc potebných 
pro experiment. Nítnky byly 24 hodin ped pokusem nekrmeny a udržovány pi konstantní 
teplot 20oC. Pro pokus byli vybráni dosplí jedinci v rozmezí 0,0140 – 0,020 g. 
 
4.5.4  Postup 
4.5.4.1  Pedbžné testy 
   U každé testované látky byly nejprve provedeny pedbžné testy, které slouží k odhadu 
citlivosti testovaného organismu k danému toxinu. Pi pedbžných testech se zkoumá širší 
rozsah koncentrací. Podle jejich výsledk se zvolí oblast koncentrací k vlastnímu testování 
tak, aby pi nejvyšší koncentraci reagovaly všechny organismy a pi nejnižší koncentraci 
nebyl zasažen žádný organismus. 
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4.5.4.2  Popis pracovního postupu vlastního testu 
   Na poátku každého testování je proveden test se standardním toxinem - MnCl2. 24jamková 
destika je vystavena psobení toxinu po dobu jedné hodiny celkem v šesti koncentracích a 
tech paralelních stanoveních. Po uplynutí stanovené doby je vyhodnocena mortalita. 
   Na základ získání standardních výsledk vyhodnocení mortality standardního toxinu 
(MnCl2), jehož indexy akutní toxicity byly stanoveny dlouhodobým sledováním, EC50 MnCl2 
byla stanovena 68,04 mmol/l, pistoupíme k vlastnímu testování. 
   Pipravíme koncentraní adu alespo	 dvanácti ední, které je dosaženo postupným 
edním výchozího koncentrátu testované látky, umístnou do dvou 24jamkových 
mikrotitraních destiek ve tech paralelních stanoveních. 
   Do každé jamky mikrotitraní destiky umístíme šest jedinc. Pod stereomikroskopem 
ovíme jejich nezávadnost a vitalitu. Posléze pidáme testovaný toxin. Mikrotitraní destiky 
umístíme pod UV lampu (366nm; 0,3W.cm2) za standardní teploty 20 ± 0,5ºC. Pi každém 
experimentu máme zachovány kontroly jedinc bez fotosenzibilizaních látek a zárove	 i 
temnostní kontrolu, tj. vliv fototoxin bez UV záení. 
   Po zvolené dob ozaování dochází ihned k vyhodnocení pod stereomikroskopem. 
 
4.5.5  Vyhodnocení 
   Existuje více hodnotících parametr. V našem pípad byly zvoleny dva endpointy – 
mortalita a poškození.48,49 
 
 
 
4.6  Aktivita karnitinu 
   Acetyl-L-karnitin a L-karnitin ze semen jsou nutraceutika používána k léb 
neuropsychiatrických poruch zahrnujících pedevším Alzheimerovu chorobu, staecké 
deprese, nestaecké deprese a schizofrenii. Klinická odpov u starších pacient, kteí se léí 
antidepresivními látkami se projeví úlevou v prmru okolo dvanácti týdn. Léba novjšími 
antidepresivy se ale projevuje vznikem vedlejších úink, které jsou u této populace pacient 
zneklid	ující. Proto je snaha pracovat na vývoji novjších antidepresivních látek. Jedním 
z kandidát je acetyl-L-karnitin. Je to molekula, která je organismu vlastní, vyskytuje se 
v lidském mozku a má jenom velice málo vedlejších úink.36 
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IV. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST A VÝSLEDKY 
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1.  Všeobecné postupy 
 
1.1  Extrakce 
   Extrakce pedstavuje první krok pi izolaci látek.39 
   Je to dlící metoda, pi níž se využívá rozdílné rozpustnosti jednotlivých složek vzorku 
v rzných rozpouštdlech. Tato metoda je tedy založená na pechodu látky z jedné kapalné 
fáze do fáze druhé, resp. na pechodu látky z fáze pevné do fáze kapalné. Podle provedení 
rozeznáváme extrakci tuhé látky kapalinou (p. macerace) a extrakci kapaliny kapalinou (p. 
vytepávání) a to bu za studena nebo za zvýšené teploty.38 
 
1.1.1  Macerace 
   Jedná se o jednostup	ovou nebo nkolikanásobnou extrakci drogy, pi níž se pevná fáze 
rozmíchá s rozpouštdlem a zfiltruje. Stupe	 extrakce se pochopiteln zvýší dokonalým 
rozdrobnním pevné látky, pebytkem rozpouštdla a mícháním,38 které má být v prbhu 
pedepsaného asu dostaten intenzívní. Provádí se v dobe uzavených, ped svtlem 
chránných nádobách.39 
 
1.1.2  Vytepávání 
   Extrakce kapaliny kapalinou je založena na rozdlování rozpuštné látky (látek) mezi dv v 
podstat nemísitelná rozpouštdla; prvním bývá v pevažujícím potu pípad voda, ve 
druhém odpovídající, dostaten nemísitelná rozpouštdla. Tento postup je bžn používán k 
hrubému dlení upraveného sumárního extraktu na frakce, v nichž jsou soustedny látky o 
pibližn stejné polarit.39 Úinnost vytepávání závisí na rozdlovacím koeficientu dané látky 
v obou fázích. Látka mže být z roztoku extrahována bu jednou nebo opakovanými dávkami 
rozpouštdla.38 K vytepávání se používají dlící nálevky nejlépe hruškovitého tvaru.39 
 
 
1.2  Filtrace 
   Filtrace je jednou z nejbžnjších operací; v jejím prbhu dochází k oddlování pevné fáze 
od fází ostatních pomocí propustného materiálu, který pevnou fázi zachycuje a dovoluje 
prostup fázím ostatním.38 Filtrace má být krom úinnosti dostaten rychlá, nemá s ní být 
spojena zbytená ztráta filtrovaného materiálu. 
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   Filtrace slouží ve fytochemii ke dvma cílm: k ištní extrakt na jejich cest vedoucí k 
získání individuí a k oddlování krystal od matených louh.39 
 
 
1.3  Odpaování (zahušování) 
   Ve fytochemické laboratoi je obvyklejší odpaování za sníženého tlaku. 
   Nejvtší uplatnní nalezla rotaní vakuová odparka typu Büchi. Ba	ka s odpaovanou 
tekutinou, otáející se v šikmé poloze kolem své osy je pipojena k úinnému vodnímu 
chladii prostednictvím motorové jednotky. Rotací se na vnitní ploše neustále obnovuje film 
kapaliny a za souasného stejnomrného ohevu ba	ky ve vodní lázni probíhá odpaování  
z tohoto velkého povrchu stejnomrn a rychle.39 
 
 
1.4  Chromatografické metody 
   Chromatografie je fyzikáln-chemický separaní proces, používaný k dlení smsi látek na 
jednotlivé složky. V jeho prbhu se tyto složky (anebo alespo	 nkterá z nich) pohybují 
nestejnomrn v systému dvou fází: stacionární (adsorbent) a mobilní (rozpouštdlo, eluent). 
Má ti základní fáze: nanesení vzorku, dlicí proces a detekci.38,39 
   Chromatografii lze podle uspoádání aparatury rozdlit na chromatografii v plošném 
uspoádání (tenkovrstvou, papírovou) a chromatografii kolonovou (sloupcovou).39 
 
1.4.1  Tenkovrstvá chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC) 
   Dlení smsi látek probíhá na základ kapilárního nasávání rozpouštdla stacionární fází, 
protože deska je svou dolní hranou ponoena do eluní soustavy v chromatografické nádob 
(komoe). Vyvíjení chromatogram se provádí zásadn v uzavených nádobách.38 Oblíbené 
jsou komern vyrábné TLC chromatogramy, kde vrstvika sorbentu obsahuje píms 
fluorescenní látky s maximem fluorescence pi 254 nm (event. 366 nm).40 Pitom se 
uplat	ují podle povahy sorbentu a složení mobilní fáze všechny známé principy 
chromatografického dlení a to bu každý sám nebo ve vzájemné kombinaci. Tento typ 
umož	uje výkonné dlení.38 
   Významnou pedností TLC je snadnost detekce bezbarvých látek pomocí univerzálních 
detekních inidel. Detekuje se v první fázi ultrafialovým záením (UV), v druhé fázi 
 52 
postikem nespecifickými inidly. Detekce selektivními nebo specifickými inidly je poslední 
fází pi odkrývání uritého strukturního typu látek.38 
 
1.4.2  Sloupcová (kolonová) chromatografie 
   Pi kolonové pracovní metodice se sms látek, urená k dlení, vnese vhodným zpsobem 
na adsorbent v chromatografické trubici, na kolonu se vlévá eluent, který z kolony vytéká (a 
obsahuje komponenty dlené smsi), nazývá se eluát a jímá se po frakcích konstantního 
objemu.39 
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2.  Poteby 
2.1  Rozpouštdla 
Diethylether 
Ethanol (EtOH) 
Ether 
Ethylacetát (EtOAc) 
Chloroform (CHCl3) 
Methanol 
Voda destilovaná (H2O) 
 
2.2  Chemikálie 
Amoniak 25% 
-amyrin 
Berberin 
2,6-dibromchinonchlorimid 
Dusinan bismutitý 
Fast blue B 
Hydroxid sodný (NaOH) 
Cholesterol 
Jodid draselný 
Kvercetin 
Kyselina chloristá 70% (HClO4) 
Kyselina chlorogenová 
Kyselina chlorovodíková 35% (HCl) 
Kyselina kávová 
Kyselina mravení 
Kyselina octová 
Kyselina oleanolová 
Kyselina palmitová 
Kyselina vinná 
Rutin 
Sitosterol 
Vanilin 
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2.3  Detekní inidla37 
 
D1: detekce alkaloid a dusíkatých slouenin 
Dragendorffovo inidlo podle Muniera: roztok tetrajodobismutitanu (BiI4)- 
Roztok A: 1,7 g zásaditého dusinanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo rozpuštno  
v 80 ml destilované vody. 
Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpuštno ve 40 ml destilované vody. 
Zásobní roztok byl pipraven smícháním roztoku A a B v pomru 1:1 (V/V), který mže být 
uchováván po nkolik msíc v lednici. 
Postikovací roztok byl pipraven rozpouštním 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované vody 
a pidáním 5 ml zásobního roztoku. Alkaloidy jsou po reakci s detekním inidlem zbarveny 
oranžov. 
 
D2: detekce fenolických slouenin 
Fast blue salt reagent (FBS) 
Fast blue B: 3,3‘-dimethoxybiphenyl-4,4‘-bis(diazonium)-dichlorid 
Roztok A: 0,5 g FBS B bylo rozpuštno ve 100 ml vody. 
Roztok B: 10% ethanolový roztok hydroxidu sodného. 
Chromatogram byl nejprve postíkán erstv pipraveným postikovacím roztokem A. Po 
usušení byl chromatogram opt postíkán roztokem B. Vznikají rzn zbarvené skvrny. 
 
D3: Vanilinové inidlo 
inidlo bylo pipraveno tsn ped detekcí smísením roztoku 1% vanilinu v 96% EtOH s 3% 
kyselinou chloristou v pomru 1:1. Po postiku inidlem byl chromatogram zahíván pi 
teplot 200°C. Pozitivní reakce se projevuje vznikem rzn zbarvených skvrn. 
 
D4: Gibbsovo inidlo 
2,6-dibromchinonchlorimid 
Po postiku erstv pipraveným 0,4% methanolovým roztokem 2,6-dibromchinonchlorimidu 
byl chromatogram umístn do komory obsahující 25% hydroxid amonný. Fenolické 
sloueniny tvoí s inidlem žluté až hndé skvrny podle doby psobení hydroxidu amonného. 
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D5: UV =254 nm 
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pi vlnové délce 254 nm. Pozitivní reakce se 
projevuje vznikem rzn tmavých skvrn, ve kterých je zhášen fluoreskující luminofor vrstvy 
chromatogramu. 
 
D6: UV =366 nm 
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pi vlnové délce 366 nm. Pozitivní reakce se 
projevuje vznikem fluoreskujících skvrn rzného zbarvení. 
 
 
2.4  Vyvíjecí soustavy pro chromatografii 
S1:   CHCl3 – EtOH       95:5 
S2:   EtOAc – HCOOH – CH3COOH – H2O   100:11:11:26 
S3:   96% EtOH 
S4:   EtOH - CHCl3       9:1 
S5:   EtOH - CHCl3       8:2 
 
 
2.5  Chromatografické adsorbenty 
TLC hliníková fólie silikagel 60 F 254 20x20 cm, tlouška vrstvy 0,2 mm (Merck) 
Sephadex LH 20 pro sloupcovou chromatografii 
 
 
2.6  Pístroje 
Digitální stopky Eurochron 
Digitální váhy KERN 572-33 
Digitální váhy analytické ADA 
UV lampa Camag 254/366 nm 
Ultrazvuková láze	 SONOREX SUPER 10P 
Vakuová odparka Buchi Rotavapor R-114 
Dusíková bomba 
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3.  Izolace 
 
A. KLÍKY 
 
3.A.1  Materiál 
   Materiálem byla semena slunenice roní (Helianthus annuus L.), zakoupena v obchod 
(urena jako krmivo pro ptáky). 
 
 
3.A.2  Postup 
   100 g slunenicových semen bylo rozprosteno na vatu a po dobu pti dn pravideln 
provlhováno. Po vyklíení semen byly klíky olámány. Bylo získáno 11,697 g klík. 
Tchto cca 11 g se v tence s trkou rozdrobilo a rozetelo s malým množstvím etheru. Tato 
hmota byla dána do Erlenmayerovy ba	ky a zalita etherem (celkové množství použitého 
etheru bylo 60 ml). Extrakt byl zfiltrován. 
 
 
3.A.3  Použití extraktu k dkazu alkaloid 
   K dkazu alkaloid byl použit zakoncentrovaný extrakt, který byl nanesen na TLC desku, 
vedle byl nanesen standard berberinu. 
Soustava: S1 
Komora: nasycená 
Vyvíjení: 1x 
Detekce: D1 
               Chromatogram byl postíkán Dragendorffovým inidlem a bylo pozorováno, zda 
vzniknou skvrny oranžov ervené barvy. 
 
 
3.A.4  Závr 
   Na chromatogramu se objevila pouze charakteristicky zbarvená skvrna standardu a na dráze 
zkoumaného extraktu se neobjevilo nic. Alkaloidy tedy v extraktu prokázány nebyly. 
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B. SLUPKY 
 
   Slupky ze semen slunenice byly zkoumány na základ objevení pilotní studie, 
která se zabývala produkcí potravinových antioxidant z tchto slupek. 
                   Obr. 1712 
 
3.B.1  Materiál 
   Materiálem byla semena slunenice roní (Helianthus annuus L.), zakoupena v obchod 
(urena jako krmivo pro ptáky). 
 
 
3.B.2  Extrakce drogy a zpracování extraktu 
3.B.2.1  Postup 
   Ze slunenicových semen byly vyloupáním získány slupky. 
   Nejprve byla provedena extrakce 4 g drogy pro orientaní zjištní, zda bude v získaném 
produktu pomocí TLC potvrzena pítomnost kyseliny kávové. Poté byla stejným postupem 
provedena extrakce vtšího množství drogy (25 g). Bylo získáno 5 vzork, u kterých byla dále 
zkoušena antioxidaní aktivita pomocí DPPH radikálu. 
   a) Postup byl provádn podle výše zmínné studie, ze které byla získána informace, že 
porovnáním složení slupek ped a po odtunní nebyly pvodní obsahy bílkovin a celkových 
fenol zmnny. 
   4 g slupek byly naváženy do 100 ml Erlenmayerovy ba	ky a rozpuštny v 80 ml 
rozpouštdla (EtOH/voda  60:40). Ba	ka byla pekryta alobalem a byla provedena extrakce 
umístním do ultrazvukové termostatické lázn pi laboratorní teplot, stupni intenzity 7 po 
dobu 60 minut. Poté byl obsah doplnn na 100 ml, ba	ka udržována po dobu 4 hodin v lednici 
a nakonec byl extrakt pefiltrován filtrací za sníženého tlaku (Büchnerova nálevka pokrytá 
kotoukem filtraního papíru) a oddlen tak od pevného podílu. 
   Do pti zkumavek bylo odebráno po 1 ml získaného svtle žlutého extraktu. Do každé 
zkumavky byl pidán 1 ml 2,5 N NaOH (odpovídá 5g v 50 ml NaOH). Alkalická hydrolýza 
byla postupn zastavována okyselením s 1 ml 2,5 N HCl (odpovídá 2,5 ml HCl a 9,14 ml 
vody). Hydrolyzované asy zkoušení byly od první k páté zkumavce 5, 15, 60, 120 a 180 
minut. 
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Zkumavka .1 – hydrolýza zastavena po 5 minutách – irá, tmavá kapalina 
       .2        15    - zakalená, svtlejší kapalina 
       .3        60    - zakalená, tmavší než ve zkumavce .2 
atd. 
   Tento hydrolyzovaný a okyselený extrakt byl vytepáván ethylacetátem (A) a 
diethyletherem (B). Extrakt byl nejprve promyt 3x 3 ml jednoho rozpouštdla (A). Hoejší 
organická vrstva byla spojena a zbytková vodní vrstva byla následn promyta 3x 3 ml 
druhého rozpouštdla (B). Podle výsledk studie bylo z ethylacetátového podílu na rotaní 
vakuové odparce za sníženého tlaku odpaeno rozpouštdlo. 
   Bylo tak získáno 5 vzork. 
 
 
   b) K 25 g slupek bylo pidáno 250 ml rozpouštdla (EtOH/voda  60:40). Dále bylo 
postupováno podle postupu a). Hydrolyzovaný a okyselený extrakt byl vytepán pouze 
ethylacetátem a po odpaení bylo získáno celkem 976 mg suchého extraktu (Tab.3). 
 
 
Tab.3 
vzorek . 1 2 3 4 5 
doba hydrolýzy 
(min.) 5 15 60 120 180 
vzhled roztoku 
irá, 
svtlounce 
žlutá 
zakalená, 
oranžovo- 
okrová, 
tmavší horní 
vrstva 
zakalená, 
oranžovo- 
okrová, 
tmavší horní 
vrstva 
irá, žlutá, 
tmavá horní 
vrstva 
irá, žlutá, 
tmavá horní 
vrstva 
suchý extrakt (g) 0,1983 0,2837 0,2131 0,1211 0,1602 
celkem 976 mg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 59 
3.B.2.2  Schéma pípravy antioxidaního produktu – b) 
 
Slupky slunenicových semen (25 g) 
 
Extrakce EtOH/voda  60:40,  pH 5 
(pomocí ultrazvukové lázn SONOREX) 
25°C, intenzita stupn 7, 60 min. 
 
4 hod. pi 4°C v temnu 
 
Filtrace 
 
Alkalická hydrolýza (5 zkumavek) s NaOH 
 
Okyselení konc. HCl 
po 5, 15, 60, 120 a 180 min. 
 
Obnova fenol ethylacetátem 
(3x vytepávání) 
 
Odpaování rozpouštdla na vakuové odparce 
1,065 kPa, 40-50 °C 
a dusíkovou bombou 
 
Antioxidaní produkt 
976 mg 
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3.B.3  Tenkovrstvá chromatografie (TLC) 
 
3.B.3.1  Orientaní tenkovrstvá chromatografie 
   K dkazu pítomnosti fenol bylo na TLC desku naneseno 5 vzork získaných extrakcí 4 g 
slupek slunenicových semen spolen se dvma standardy – kyselinou kávovou a kyselinou 
chlorogenovou (chromatogram .1). 
Soustava: S2 
Komora: nasycená 
Vyvíjení: 1x 
Detekce: nejprve D5, D6 
    poté D2 
               Chromatogram byl prohlídnut pod UV lampou a poté postíkán inidlem na 
polyfenoly. 
Ve všech vzorcích byla detekována kyselina kávová. 
 
 
3.B.3.2  Tenkovrstvá chromatografie vzork z postupu b) 
   Stejn jako u orientaní tenkovrstvé chromatografie bylo na TLC desku naneseno 5 vzork, 
které byly získány v postupu b) (z 25 g slupek slunenicových semen). Byly naneseny stejné 
standardy (viz výše). 
Soustava: S2 
Komora: nasycená 
Vyvíjení: 1x 
Detekce: nejprve D5, D6 
    poté D2 
               Chromatogram byl prohlídnut pod UV lampou a poté postíkán inidlem na 
polyfenoly (chromatogram .2). 
   UV detekce pi =254 nm je dokumentována na chromatogramu .3, kde se objevila tmavá 
skvrna na dráze standardu kyseliny kávové i všech pti vzork. Stejn byla dokumentována i 
detekce pi =366 nm na chromatogramu .4, kde se pozitivní reakce projevila mode 
fluoreskujícími skvrnami. 
 
   Frakce .1 byla poslána na GC/MS analýzu. Nebyly detekovány žádné mastné kyseliny. 
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C. LISTY 
 
3.C.1  Materiál 
   Ke zpracování byly použity listy slunenice roní 
(Helianthus annuus L.), získané legálním sbrem na poli 
soukromého zemdlce v obci Rohozec u Kutné Hory 
v ervenci 2004. Rostliny dle estného prohlášení pstitele 
nebyly chemicky ošeteny. Rostlinný materiál byl sušen na 
Katede Farmaceutické botaniky a ekologie a byl drcen na 
kladivovém mlýnu. Výchozí hmotnost drogy použité ke 
zpracování inila 700 g list.      Obr. 18 
 
 
3.C.2  Extrakce drogy a zpracování extraktu 
3.C.2.1  Postup 
   Ke 100 g sušených rozdrobnných list Helianthus annuus L. bylo pidáno 500 ml 80% 
EtOH (pedem pipraveného zedním 96% EtOH s destilovanou vodou). Kádinka byla 
pekryta alobalem a byla provedena extrakce sonikací v ultrazvukové lázni pi laboratorní 
teplot, stupni intenzity 10 po dobu 20 minut. Poté byl extrakt pefiltrován pes skládanou 
gázu a oddlen tak od pevného podílu. Tento postup byl proveden celkem 7krát (celková 
hmotnost extrahované drogy byla 700 g). 
   Získané filtráty byly spojeny do ba	ky a zahuštny na rotaní vakuové odparce za 
sníženého tlaku pi teplot 40-50 °C, ímž byl odstrann EtOH a pevážná ást vody. 
Chlorofyl zstal ulplý na stnách ba	ky. Pro jeho alespo	 hrubé odstranní byl tmavohndý 
zahuštný extrakt pelit do isté ba	ky a dále odpaován. Pro úplné odpaení dosucha byla 
ba	ka umístna do exsikátoru. 
   Bylo získáno 24,71 g suchého extraktu. Pevný podíl byl vysušen a ze 100 g drogy bylo 
získáno 90,5 g sušiny. 
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3.C.2.2  Schéma extrakce list 
 
Listy (700 g) 
 
Extrakce 7x 500 ml 80% EtOH 
(pomocí ultrazvukové lázn SONOREX) 
25°C, intenzita stupn 10, 20 min. 
 
Filtrace 
 
Zahuštní na vakuové odparce 
1,065 kPa, 40-50 °C 
 
Exsikátor 
 
Suchý extrakt 
24,71 g 
 
 
3.C.3  Sloupcová chromatografie 
 
3.C.3.1  Provedení první sloupcové chromatografie - orientaní 
   K 2,5072 g sumárního suchého extraktu bylo pidáno 6 ml 80% EtOH. Pro úplné rozpuštní 
byla kádinka umístna na 10 minut do ultrazvukové lázn pi stupni intenzity 10. Tento 
extrakt byl dlen na sloupci Sephadexu LH 20. 
   16 g Sephadexu LH 20 bylo pelito vrstvou 80% EtOH tak, aby celý objem Sephadexu LH 
20 byl ponoen. Sephadex LH 20 byl v rozpouštdle nechán 2 hodiny nabobtnat (pomr 
nabobtnání 1:2,5). Jeho nalitím pi souasn mírn oteveném odtoku byla pipravena 
chromatografická kolona. Ve form roztoku byla na kolonu nanesena pouze polovina 
pipraveného extraktu. 
Délka kolony: 26 cm 
Prmr kolony: 2,3 cm 
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Sloupec Sephadexu LH 20: 20 cm 
Prtoková rychlost: 79 kapek/min. 
   Kolona byla kontinuáln vymývána 80% EtOH. Jednotlivé frakce byly jímány podle 
viditelných barevných zón. Celkem bylo odebráno 10 frakcí. 
 
Tab.4: Sloupcová chromatografie sumárního 80% ethanolového extraktu 
Frakce 
. Eluent Popis frakce 
0 80% EtOH bezbarvá, zakalená 
1 80% EtOH žlutooranžová 
1 až 2 80% EtOH oranžová 
2 80% EtOH ervenohndá (na kolon 
nejtmavší prstenec) 
3 80% EtOH oranžová 
4 80% EtOH svtle oranžová + bílé 
shluky uvnit 
5 80% EtOH oranžovozelená + bílé 
shluky uvnit 
6 80% EtOH zelená + tmavé shluky 
uvnit 
7 80% EtOH žlutozelená 
Z 80% EtOH svtle žlutá 
 
   U všech frakcí byla provedena tenkovrstvá chromatografie, ímž bylo monitorováno 
kvalitativní složení frakcí. Pi první orientaní tenkovrstvé chromatografii se na dráze frakcí 
0, 1, 7 a Z neobjevila žádná skvrna. Na další dva chromatogramy byly už naneseny pouze 
frakce 1-2 až 6. Každý byl detekován jiným inidlem. 
 
Frakce: 1-2 až 6 (chromatogram .5, .6) 
Soustava: S3 
Komora: nasycená 
    Chromatogram .6 byl po postiku opt umístn do komory, která byla sycena 
parami amoniaku. 
Vyvíjení: 1x 
Detekce: nejprve D5, D6 
    poté D3 (chromatogram .5), D4 (chromatogram .6) 
 64 
               Chromatogramy byly prohlédnuty pod UV lampou a poté postíkány rznými 
inidly. 
 
   Na chromatogramech se pozitivní reakce pi D5 projevuje vznikem tmavých skvrn, které 
byly zakresleny kruhem, fluoreskující skvrny pi D6 byly zakresleny tvercem. 
   Frakce .4 a 5 obsahovaly bílé shluky, ve frakci .6 byly shluky tmavé. Na TLC se 
projevilo, že frakce .5 a 6 obsahovaly chlorofyl. Na chromatogramu .6 byly Gibbsovým 
inidlem ve frakcích .3, 4 a 5 detekovány fenolové sloueniny. Modré skvrny viditelné na 
chromatogramu jsou falešnou reakcí. 
 
   Tato chromatografie byla provedena pro orientaci. Cílem bylo zjistit, jak se daný extrakt 
bude dlit. Všechny frakce obsahovaly hodn látek, nepodailo se nám tímto dlením získat 
frakci, která by obsahovala isté látky. 
 
 
 
3.C.3.2  Provedení druhé sloupcové chromatografie 
   K 2,32 g sumárního suchého extraktu bylo pidáno 40 ml 96% EtOH. Pro úplné rozpuštní 
byla kádinka umístna na 30 minut do ultrazvukové lázn pi stupni intenzity 10. Odpaením 
byl extrakt zkoncentrován na nižší objem. Tento extrakt byl dlen na sloupci Sephadexu 
LH 20. 
   100 g Sephadexu LH 20 bylo pelito vrstvou 96% EtOH tak, aby celý objem Sephadexu LH 
20 byl ponoen. Sephadex LH 20 byl v rozpouštdle nechán 2 hodiny nabobtnat (pomr 
nabobtnání 1:2,5). Jeho nalitím pi souasn mírn oteveném odtoku byla pipravena 
chromatografická kolona. Ve form roztoku bylo na kolonu naneseno 16 ml pipraveného 
extraktu. 
Délka kolony: 54 cm 
Prmr kolony: 4 cm 
Sloupec Sephadexu LH 20: 40 cm 
Prtoková rychlost: 79 kapek/min. 
   Kolona byla kontinuáln vymývána 96% EtOH. Jednotlivé frakce byly jímány podle 
viditelných barevných zón. Celkem bylo odebráno 35 frakcí. 
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Tab.5: Sloupcová chromatografie ethanolového extraktu 
Spojené 
frakce 
Frakce 
. Eluent Popis frakce 
  0 96% EtOH bezbarvá 
  1 96% EtOH béžová 
  2 96% EtOH žlutá 
  3 96% EtOH oranžová 
  4 96% EtOH tmav oranžová 
  5 96% EtOH oranžovohndá 
  6 96% EtOH oranžovohndá 
  7 96% EtOH hndoervená 
  8 96% EtOH hndoervená + shluky 
  9 96% EtOH hndoervená + shluky 
  10 96% EtOH hndoervená + shluky 
  11 96% EtOH hndoervená + shluky 
  12 96% EtOH hndoervená + shluky 
13 96% EtOH ervenohndá +shluky 
13-14 96% EtOH ervenohndá +shluky 13 - 14 
14 96% EtOH ervenohndá +shluky 
  15 96% EtOH zelenohndá 
  16 96% EtOH zelenohndá 
  17 96% EtOH zelenohndá 
18 96% EtOH oranžovohndá 
19 96% EtOH oranžovohndá 18 - 20 
20 96% EtOH oranžovohndá 
21 96% EtOH oranžová 
22 96% EtOH oranžová 21 - 23 
23 96% EtOH oranžová 
  24 96% EtOH oranžová 
  25 96% EtOH žlutooranžová 
  26 96% EtOH žlutá 
  27 96% EtOH žlutá 
28 96% EtOH svtle žlutá 
29 96% EtOH svtle žlutá 
30 96% EtOH svtle žlutá 
31 96% EtOH svtle žlutá 
32 96% EtOH svtle žlutá 
33 96% EtOH svtle žlutá 
34 96% EtOH svtle žlutá 
28 - 35 
35 96% EtOH svtle žlutá 
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   U všech frakcí byla provedena tenkovrstvá chromatografie, která sloužila jako vodítko pro 
jejich spojování. Pomocí TLC bylo monitorováno kvalitativní složení frakcí. 
 
Frakce: 0 – 35 (chromatogram .7, .8, .9, .10) 
Soustava: S4 
Komora: nasycená 
Vyvíjení: 1x 
Detekce: nejprve D5, D6 
    poté D3 
 
   Na základ TLC došlo ke spojení tchto frakcí: 13-14, 18-20, 21-23, 28-35. Ostatní frakce 
zstaly v pvodním složení. 
 
   Frakce .8 až 14 obsahovaly bílé drobné shluky. Tyto frakce byly naneseny na zvláštní 
chromatogram (.8). Od frakce .8 do frakce .26 se vzorky jevily zajímavé. Vtšina frakcí 
obsahovala chlorofyl. 
   Dalším krokem byla snaha o získání a identifikaci vysrážené hmoty ve frakcích .9 a 10, 
která byla neúspšná. Usazeninu nebylo možné z filtraního papíru ani vymýt ani seškrabat, 
ve druhém pípad zstala v pórech frity. 
   Byla provedena TLC, kde jsme nanesli frakci .10 (Vz) spolen se standardy rzných 
látek. Na chromatogram .11 byly vedle frakce .10 (Vz) naneseny tyto standardy: kyselina 
palmitová, kyselina oleanolová, sitosterol a -amyrin. Na chromatogramu .12 byly použitými 
standardy kyselina kávová, rutin a kvercetin. U frakce .10 (Vz) svítila pi detekci D6 spodní 
skvrna mode, horní oranžov. 
   Na základ vyhodnocení chromatogram pod UV lampou se frakce .18-20 (V20) a frakce 
.21-23 (V23) (chromatogram .9) jevily výrazn bohatší na obsahové látky. Proto byly (V20 
a V23) zkusmo naneseny se standardy cholesterolu a sitosterolu (chromatogram .13). 
   Pro porovnání byla z první chromatografické kolony vzata frakce .5, z druhé frakce .14 
(chromatogram .14). 
 
   Pro chromatogram .11 byla mobilní fází sms EtOH - CHCl3 v pomru 8:2 (S5), pro 
chromatogramy .12, 13,14 byla vyvíjecí soustava spolená – sms EtOH - CHCl3 v pomru 
9:1 (S4). Detekce byla provedena nejprve pod UV lampou, poté byly všechny chromatogramy 
postíkány vanilinovým inidlem (D3). 
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   Frakce .14 byla poslána na GC/MS analýzu (plynová chromatografie/hmotnostní 
spektrometrie), která byla provedena na Geronto-metabolické klinice Fakultní nemocnice 
v Hradci Králové. Byla provedena derivatizace vzork transesterifikací mastných kyselin na 
methylestery. Vzniklé methylestery byly identifikovány pomocí retenního asu na plynovém 
chromatografu s plamenoionizaní detekcí (GC 8000 series, Fisons Instruments). Byly 
detekovány stopy tchto mastných kyselin: kyseliny kaprylové, palmitové a olejové. 
Stanovení jejich pomrného zastoupení nemohlo být provedeno vzhledem k jejich stopovým 
koncentracím (záznam viz pílohy, str. 84). 
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4.  Biologická aktivita – výsledky mení 
 
4.1  Stanovení antioxidaní aktivity pomocí DPPH radikálu 
   Antioxidaní aktivita pomocí DPPH radikálu (metoda SIA) byla stanovována u slupek i u 
80% ethanolového extraktu z list slunenice. 
   Pi testování extraktu ze slupek slunenicových semen byly použity 3 – 4 mg z každého 
z pti získaných vzork (v postupu b)), které se rozpustily ve stejném množství rozpouštdla 
(50% EtOH). 
   Antioxidaní aktivita tchto vzork byla velmi slabá, proto byly vzorky meny pouze ve 
dvou koncentracích. Vzorky nebyly úpln vysušené. 
   Aktivitu vykázal jen vzorek .2 a 3 (Tab.6, 7). Významnjší pokles absorbance DPPH byl 
zaznamenán u koncentrovaného vzorku .2 (19 mg vzorku + 3 ml 5O% EtOH) (Tab.8). 
 
Tab.6: vzorek .2 
    
1. mení 
absorbance 
2. mení 
absorbance 
3. mení 
absorbance 
prmr x 100 - x 
  DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724     
1 mg/ml 0,3661 0,3396 0,3566 0,3541 95,09 4,91 
v
z
o
re
k 
0,5 mg/ml 0,3654 0,3594 0,3624 0,3624 97,31 2,69 
 
 
Tab.7: vzorek .3 
    
1. mení 
absorbance 
2. mení 
absorbance 
3. mení 
absorbance 
prmr x 100 - x 
  DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724     
1 mg/ml 0,3553 0,3539 0,3519 0,3537 94,98 5,02 
v
z
o
re
k 
0,5 mg/ml 0,3672 0,3629 0,3618 0,3640 97,74 2,26 
 
 
Tab.8: koncentrovaný vzorek .2 
  
1. mení 
absorbance 
2. mení 
absorbance 
3. mení 
absorbance 
prmr x 100 - x 
DPPH 0,3632 0,3826 0,3713 0,3724     
vzorek 0,3478 0,3385 0,2993 0,3285 88,21 11,79 
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   Pro mení antioxidaní aktivity látek z 80% ethanolového extraktu z list slunenice bylo 
odebráno potebné množství získaného sumárního suchého extraktu, který byl rozpuštn ve 
stejném množství rozpouštdla (50% EtOH). Postupným edním byly pipraveny nižší 
koncentrace. 
 
Tab.9: 80% ethanolový extrakt z list 
   
1. mení 
absorbance 
2. mení 
absorbance 
3. mení 
absorbance 
prmr x 100 - x 
  DPPH 0,3831 0,3764 0,3832 0,3809     
1 mg/ml 0,0523 0,0562 0,0516 0,0534 14,02 85,98 
0,5 mg/ml 0,0962 0,1001 0,0835 0,0933 24,49 75,51 
0,25 mg/ml 0,1854 0,1906 0,1932 0,1897 49,80 50,20 vz
o
re
k 
0,1 mg/ml 0,2863 0,2872 0,2881 0,2872 75,40 24,60 
          Viz graf .1, str.83 
 
   Extrakt získaný z list slunenice vykazuje významnou antioxidaní aktivitu. Pro tento 
vzorek byla proto pomocí statistického programu GraphPad Prism 3.02 vypoítána hodnota 
EC50. 
   EC50 = 0,274 mg/ml 
 
 
 
4.2  Antioxidaní aktivita FRAP 
   Podle výsledk mení antioxidaní aktivity metodou SIA byla alternativní metodou mena 
antioxidaní aktivita pouze u 80% etanolového sumárního extraktu z list slunenice. 
V následující tabulce je uvedena zmna absorbance za as za pítomnosti vzorku (Tab.10). 
 
Tab.10: FRAP hodnoty po 4 a 60 minutách u testovaného 80% ethanolového extraktu z list 
            H.A. a standardní látky troloxu 
Vzorek no. FRAP value 4 min (	M) FRAP value 60 min (	M) 
H.A. EtOH 6,39 7,1 
trolox 20,99  21,32 
           Viz graf .2, str.83 
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4.3  Stanovení akutní toxicity a fototoxicity 
 
   Testování fototoxické aktivity probíhalo na Katede farmaceutické botaniky a ekologie pi 
teplot 21oC. 
   Výsledky byly odeteny bezprostedn po pokusech okulometricky pod mikroskopem. Byla 
hodnocena mortalita a poškození organism. Zárove	 byly vyhodnocovány i temnostní 
kontroly, tj. destiky, v nichž se nacházela fotosenzibilizující látka, ale nebyly vystaveny UV 
záení. 
   Hodnoty uvedené v následující tabulce (Tab.11) jsou prmrem ze 3 mení. 
 
Tab.11: 80% ethanolový extrakt z list 
Koncentrace vzorku (mg/ml) 
    
as 
  7,5 3,75 1,875 0,9375 0,4688 0,2344 
Oz 
                    
0,5 h 
K 
tma 
                    
66% 17% Oz 
M M             
55% 17% 
1 h 
K 
tma M M             
100% 83% Oz 
M M             
83% 39% 
2 h 
K 
tma M 0% M 0%             
100% 100% Oz 
M M             
100% 66% 
3 h 
K 
tma M M             
100% 100% 50% 0% 6% 0% Oz 
M M M P M P     
100% 83% 
4 h 
K 
tma M 
P 
M 
P 
            
Pozn.:  Oz – ozáení pod UV lampou (366 nm) 
K – kontrola (destiky, které nebyly vystaveny UV záení) 
P – poškození Tubifex tubifex 
M – mortalita Tubifex tubifex 
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   U 80% ethanolového sumárního extraktu z list slunenice byly zjištny tyto hodnoty. 
Žádná koncentrace vzorku nevykázala po 0,5 hod. mortalitu (viz Tab.11 – proškrtnuté bu	ky). 
Pi koncentraci 7,5 mg/ml byla po 1 hod. mortalita 66%. Po 2 hod. mortalita vzrostla na 
100%. Stejné hodnoty byly získány i po 3 a 4 hod. Pi koncentraci 3,75 mg/ml byla po 1 hod. 
mortalita pouze 17%. Po 2 hod. byla však už mortalita 83%. Po 3 a 4 hod. byly výsledky 
stejné – mortalita nítnek vzrostla na 100%. Po 4 hod. byla namena mortalita i u nižších 
koncentrací: u koncentrace 1,875 mg/ml byla mortalita nítnek 50%, u koncentrace 0,9375 
mg/ml však pouze 6%. Pi všech koncentracích vzorku bylo poškození nulové. 
 
   Z výsledk testu vyplývá, že 80% ethanolový sumární extrakt z list slunenice je toxický 
pro jedince Tubifex tubifex, ale není fototoxický. 
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V. HODNOCENÍ VÝSLEDK A DISKUSE 
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   Práce byla zamena na fytochemický výzkum slunenice roní (Helianthus annuus L.). 
   Cílem bylo vyhledat, doplnit a uspoádat nové dostupné informace o rostlinných 
metabolitech slunenice roní a jejich biologické aktivit. Dále provést kvalitativní 
vyhodnocení obsahových látek v klíkách a slupkách a rozdlit ethanolový extrakt z list této 
rostliny. Poslední ást práce se zabývala biologickou aktivitou frakcí ze slupek a list. 
   Extrakty a získané frakce z chromatografických kolon byly uchovávány v chladu a chránny 
ped svtlem. 
 
 
1. Monitorování kvalitativního složení extrakt a frakcí 
     pomocí tenkovrstvé chromatografie 
 
   Nejprve byl získán extrakt z klík, u kterého byla zkoumána pítomnost alkaloid. Dkaz 
byl proveden metodou TLC, kde byl vedle zakoncentrovaného extraktu nanesen standard 
berberinu. Detekce byla provedena Dragendorffovým inidlem (D1). Alkaloidy v klíkách 
prokázány nebyly. 
 
 
   Ze slupek slunenicových semen byl získán 60% ethanolový extrakt tak, že bylo k 25 g 
slupek pidáno 250 ml rozpouštdla (EtOH/voda  60:40). Získaný extrakt byl pefiltrován a 
rozdlen na pt díl. Ke každému dílu byl pidán hydroxid sodný a alkalická hydrolýza byla 
postupn zastavována okyselením kyselinou chlorovodíkovou. Hydrolyzované asy zkoušení 
byly od prvního k pátému vzorku 5, 15, 60, 120 a 180 minut. Takto získané extrakty byly 
postupn vytepány ethylacetátem a po odpaení bylo získáno celkem 976 mg suchého 
extraktu. 
   Ze slupek slunenicových semen bylo tedy po extrakci 60% ethanolem získáno 5 vzork. 
K dkazu pítomnosti fenol byly všechny vzorky naneseny na TLC desku spolen se dvma 
standardy – kyselinou kávovou a kyselinou chlorogenovou (chromatogram .1-4). 
Chromatogramy byly prohlídnuty pod UV lampou. UV detekce pi =254 nm je 
dokumentována na chromatogramu .3, kde se objevila tmavá skvrna na dráze standardu 
kyseliny kávové i všech pti vzork. Stejn byla dokumentována i detekce pi =366 nm na 
chromatogramu .4, kde se pozitivní reakce projevila mode fluoreskujícími skvrnami. 
Chromatogramy .1, 2 byly po UV detekci postíkány inidlem na polyfenoly (D2). 
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Na základ provedené tenkovrstvé chromatografie byla ve všech vzorcích detekována 
kyselina kávová. Frakce .1 byla poslána na GC/MS analýzu, avšak žádné mastné kyseliny 
nebyly ve vzorku nalezeny. 
 
 
   Práce pokraovala získáním 80% ethanolového suchého extraktu (24,71 g) z list slunenice 
roní. Bylo zpracováno 700 g sušených rozdrobnných list Helianthus annuus L., které byly 
extrahovány 80% EtOH. Pevný podíl byl vysušen a ze 100 g drogy bylo získáno 90,5 g 
sušiny. 
   80% ethanolový extrakt z list slunenice byl dlen na dvou chromatografických kolonách a 
získané frakce byly hodnoceny na TLC deskách, ímž bylo monitorováno kvalitativní složení 
frakcí. V obou pípadech byl extrakt dlen na sloupci Sephadexu LH 20. 
   První sloupcová chromatografie byla provedena pro orientaci. Cílem bylo zjistit, jak se daný 
extrakt bude dlit. Ve form roztoku byl na kolonu nanesen sumární suchý extrakt z list 
rozpuštný v 80% EtOH. Kolona byla kontinuáln vymývána 80% EtOH. Jednotlivé frakce 
byly jímány podle viditelných barevných zón. Celkem bylo odebráno 10 frakcí. Frakce .4 a 5 
obsahovaly bílé shluky, ve frakci .6 byly shluky tmavé. Na TLC se projevilo, že frakce .5 a 
6 obsahovaly chlorofyl. Na chromatogramy .5 a 6 byly naneseny frakce 1-2 až 6. Po 
skonení vyvíjení byly prohlédnuty pod UV lampou. Na chromatogramech se pozitivní reakce 
pi D5 projevuje vznikem tmavých skvrn, které byly zakresleny kruhem, fluoreskující skvrny 
pi D6 byly zakresleny tvercem. Poté byly postíkány rznými inidly – chromatogram .5 
vanilinovým inidlem (D3), chromatogram .6 Gibbsovým inidlem (D4). Na chromatogramu 
.6 byly ve frakcích .3, 4 a 5 detekovány fenolové sloueniny, viditelné modré skvrny jsou 
falešnou reakcí. Všechny frakce obsahovaly hodn látek, nepodailo se nám tímto dlením 
získat frakci, která by obsahovala isté látky. 
   Na druhou chromatografickou kolonu byl ve form roztoku nanesen sumární suchý extrakt 
z list rozpuštný v 96% EtOH. Kolona byla kontinuáln vymývána 96% EtOH. Stejn jako 
v pedchozím pípad byly jednotlivé frakce jímány podle viditelných barevných zón. Celkem 
bylo odebráno 35 frakcí. U všech frakcí byla provedena tenkovrstvá chromatografie, která 
sloužila jako vodítko pro jejich spojování - došlo ke spojení frakcí: 13-14, 18-20, 21-23, 28-
35, jak je uvedeno v Tab.5. 
   Frakce .8 až 14 obsahovaly bílé drobné shluky. Tyto frakce byly naneseny na zvláštní 
chromatogram (.8). Od frakce .8 do frakce .26 se vzorky jevily zajímavé. Vtšina frakcí 
obsahovala chlorofyl. 
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   Dalším krokem byla snaha o získání a identifikaci vysrážené hmoty ve frakcích .9 a 10, 
která byla neúspšná. Usazeninu nebylo možné z filtraního papíru ani vymýt ani seškrabat, 
ve druhém pípad zstala v pórech frity. 
   Byla provedena TLC, kde jsme nanesli frakci .10 (Vz) spolen se standardy rzných 
látek. Na chromatogram .11 byly vedle frakce .10 (Vz) naneseny tyto standardy: kyselina 
palmitová, kyselina oleanolová, sitosterol a -amyrin. Na chromatogramu .12 byly použitými 
standardy kyselina kávová, rutin a kvercetin. U frakce .10 (Vz) svítila pi detekci D6 spodní 
skvrna mode, horní oranžov. 
   Na základ vyhodnocení chromatogram pod UV se frakce .18-20 (V20) a frakce .21-23 
(V23) (chromatogram .9) jevily výrazn bohatší na obsahové látky. Proto byly (V20 a V23) 
zkusmo naneseny se standardy cholesterolu a sitosterolu (chromatogram .13). 
   Pro porovnání byla z první chromatografické kolony vzata frakce .5, z druhé frakce .14 
(chromatogram .14). 
   Pro chromatogram .11 byla mobilní fází sms EtOH - CHCl3 v pomru 8:2 (S5), pro 
chromatogramy .12, 13,14 byla vyvíjecí soustava spolená – sms EtOH - CHCl3 v pomru 
9:1 (S4). Detekce byla provedena nejprve pod UV lampou, poté byly všechny chromatogramy 
postíkány vanilinovým inidlem (D3). 
   Frakce .14 z této kolony byla poslána na GC/MS analýzu. Byly detekovány stopy tchto 
mastných kyselin: kaprylové, palmitové a olejové. Stanovení jejich pomrného zastoupení 
nemohlo být provedeno vzhledem k jejich stopovým koncentracím (záznam viz pílohy). 
 
 
 
 
 
2. Hodnocení biologické aktivity frakcí ze slupek a list 
 
   Pi hodnocení frakcí ze slupek a list byla mena antioxidaní aktivita metodou DPPH, 
u extraktu z list i metodou FRAP. Dalším krokem bylo stanovení akutní toxicity a 
fototoxicity pomocí jedinc Tubifex tubifex Müll. 
 
   Antioxidaní aktivita pomocí DPPH radikálu byla stanovována u slupek i u 80% 
ethanolového extraktu z list slunenice. 
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   Ze slupek slunenicových semen bylo všech 5 vzork použito pro mení antioxidaní 
aktivity pomocí metody DPPH s využitím sekvenní injekní analýzy. Antioxidaní aktivita 
tchto vzork byla velmi slabá, proto byly vzorky meny pouze ve dvou koncentracích. 
Aktivitu vykázal jen vzorek .2 a 3 (Tab.6, 7). Významnjší pokles absorbance DPPH byl 
zaznamenán u koncentrovaného vzorku .2 (Tab.8). Vzorky nebyly úpln vysušené. 
 
   Pro mení antioxidaní aktivity látek z 80% ethanolového extraktu z list slunenice bylo 
odebráno potebné množství získaného sumárního suchého extraktu, který byl rozpuštn ve 
stejném množství rozpouštdla (50% EtOH). Postupným edním byly pipraveny nižší 
koncentrace, zárove	 byla pro tento vzorek vypoítána hodnota EC50 (0,274 mg/ml). Protože 
extrakt vykázal významnou antioxidaní aktivitu, byla tato aktivita následn mena 
alternativní metodou FRAP. Po 4 i 60 minutách byla namena 3krát nižší než u troloxu. 
Antioxidaní aktivita byla tedy významná. 
 
   Pro pehlednost byly výsledky mení antioxidaní aktivity zpracovány graficky (viz 
pílohy, graf .1, 2). 
 
 
   Pi mení akutní toxicity a fototoxicity byla hodnocena mortalita a poškození organism. 
Zárove	 byly vyhodnocovány i temnostní kontroly. Výsledky byly odeteny bezprostedn po 
pokusech okulometricky pod mikroskopem. 
   U 80% ethanolového sumárního extraktu z list slunenice byly zjištny tyto hodnoty. 
Žádná koncentrace vzorku nevykázala po 0,5 hod. mortalitu (viz Tab.11 – proškrtnuté bu	ky). 
Pi koncentraci 7,5 mg/ml byla po 1 hod. mortalita 66%. Po 2 hod. mortalita vzrostla na 
100%. Stejné hodnoty byly získány i po 3 a 4 hod. Pi koncentraci 3,75 mg/ml byla po 1 hod. 
mortalita pouze 17%. Po 2 hod. byla však už mortalita 83%. Po 3 a 4 hod. byly výsledky 
stejné – mortalita nítnek vzrostla na 100%. Po 4 hod. byla namena mortalita i u nižších 
koncentrací: u koncentrace 1,875 mg/ml byla mortalita nítnek 50%, u koncentrace 0,9375 
mg/ml však pouze 6%. Pi všech koncentracích vzorku bylo poškození nulové. 
   Z výsledk testu vyplývá, že 80% ethanolový sumární extrakt z list slunenice je pro 
jedince Tubifex tubifex toxický, ale není fototoxický. 
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 78 
TENKOVRSTVÁ CHROMATOGRAFIE 
 
                         
Chromatogram .1, str.60         Chromatogram .2, str.60 
 
 
 
Chromatogram .3, str.60 
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Chromatogram .4, str.60 
 
 
                                   
Chromatogram .5, str.63             Chromatogram .6, str.63 
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  Chromatogram .7, str.66 
 
 
 
  Chromatogram .8, str.66 
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  Chromatogram .9, str.66 
 
 
 
  Chromatogram .10, str.66 
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Chromatogram .11, str.66                Chromatogram .12, str.66 
 
 
      
Chromatogram .13, str.66                Chromatogram .14, str.66 
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Graf .2: FRAP hodnoty po 4 a 60 minutách u testovaného 80% ethanolového extraktu z list 
               H.A. a standardní látky troloxu 
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ZÁZNAM Z GC/MS ANALÝZY 
 
FRAKCE . 14, str.67 
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VII. ZÁV
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   Práce byla zamena na fytochemický výzkum rostliny Helianthus annuus L. Cílem bylo 
vyhledat, doplnit a uspoádat nové dostupné informace o rostlinných metabolitech slunenice 
roní a jejich biologické aktivit. Dále provést kvalitativní vyhodnocení obsahových látek 
v klíkách a slupkách slunenice roní a rozdlit ethanolový extrakt z list této rostliny. 
   Nejprve byl získán extrakt z klík, u kterého byla zkoumána pítomnost alkaloid. Dkaz 
byl proveden metodou TLC. Alkaloidy v klíkách prokázány nebyly. 
   Ze slupek slunenicových semen bylo po extrakci 60% ethanolem získáno 5 vzork (díky 
rzné délce trvání alkalické hydrolýzy). Na základ provedené tenkovrstvé chromatografie 
byla ve všech vzorcích detekována kyselina kávová. Frakce .1 byla poslána na GC/MS 
analýzu, avšak žádné mastné kyseliny nebyly ve vzorku nalezeny. 
   80% ethanolový extrakt z list slunenice byl postupn dlen na dvou chromatografických 
kolonách a získané frakce byly hodnoceny na TLC deskách. Ve frakcích z první 
chromatografické kolony byly detekovány fenolové sloueniny, nepodailo se však získat 
frakci, která by obsahovala isté látky. Pomocí TLC bylo monitorováno kvalitativní složení 
35 frakcí z druhé chromatografické kolony. Následn byly vybrané frakce spolu se standardy 
rzných látek naneseny na TLC desky. Frakce .14 z této kolony byla poslána na GC/MS 
analýzu. Byly detekovány stopy tchto mastných kyselin: kaprylové, palmitové a olejové. 
 
   Poslední ást práce se zabývala biologickou aktivitou frakcí ze slupek a list. 
   Ze slupek slunenicových semen bylo všech 5 vzork použito pro mení antioxidaní 
aktivity pomocí metody DPPH s využitím sekvenní injekní analýzy. Antioxidaní aktivita 
vzork byla velmi slabá. Významnjší pokles absorbance DPPH byl zaznamenán u vzorku 
.2. 
   U sumárního 80% ethanolového extraktu z list slunenice byla také stanovena antioxidaní 
aktivita pomocí DPPH radikálu, zárove	 byla pro tento vzorek vypoítána hodnota EC50 
(0,274 mg/ml). Protože extrakt vykázal významnou antioxidaní aktivitu, byla tato aktivita 
následn mena i metodou FRAP. I pi mení 80% ethanolového extraktu z list metodou 
FRAP byla tato aktivita také významná. Po 4 i 60 minutách byla namena 3krát nižší než u 
troloxu. 
   Dále byl extrakt zkoušen na akutní toxicitu a fototoxicitu pomocí jedinc Tubifex tubifex 
Müll. Extrakt z list byl pro jedince Tubifex tubifex Müll. toxický, ale nebyl fototoxický. 
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ABSTRAKT 
Podlipná, J. Fytochemický výzkum Helianthus annuus L. IV. Diplomová práce 2008. 
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, 93 s. 
 
 
   Práce byla zamena na fytochemický výzkum rostliny Helianthus annuus L. Cílem bylo 
získání nových informací o rostlinných metabolitech slunenice roní. Byla snaha provést 
kvalitativní vyhodnocení obsahových látek v klíkách a slupkách a rozdlit ethanolový extrakt 
z list této rostliny. Nakonec byla u frakcí ze slupek a list vyhodnocena jejich biologická 
aktivita. 
   V extraktu z klík alkaloidy detekovány nebyly. Na základ tenkovrstvé chromatografie 
byla ve slupkách slunenicových semen detekována kyselina kávová. 80% ethanolový extrakt 
z list slunenice vykázal významnou antioxidaní aktivitu, která byla stanovena jak pomocí 
DPPH radikálu, tak metodou FRAP. Ve frakci .14 (z druhé chromatografické kolony 
extraktu z list) byly nalezeny mastné kyseliny. Extrakt z list byl toxický pro jedince Tubifex 
tubifex Müll., ale nebyl fototoxický. 
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ABSTRACT 
Podlipná, J. Phytochemical study of Helianthus annuus L. IV. Diploma thesis 2008. 
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, 93 pp. 
 
 
   The thesis was focused on phytochemical research of plant Helianthus annuus L. The aim 
of the research was to obtain new information about plant metabolites of sunflower. There 
was an effort to evaluate the quality of included compounds in sprouts and sunflower seed 
shells and to divide ethanolic extract from leaves of this plant. Finally the evaluation of 
biological activity was done from fractions of leaves and shells. 
   There weren’t detected any alkaloids in extract from sprouts. Caffeic acid was detected in 
sunflower seed shells according to thin-layer chromatography. 80% ethanolic extract from 
sunflower leaves had significant antioxidant activity which was measured both by DPPH 
radical and FRAP method. Fat acids were found in fraction No. 14 (from 2nd chromatographic 
column of extract from leaves). Extract from leaves was toxic for worms Tubifex tubifex Müll. 
but it wasn’t phototoxic. 
 
